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INTRODUCCION 
I. DIMORFISMO EN HONGOS 
E x i s t e  un c i e r t o  nGmero de hongos que p r e s e n t a n  una d u a l i d a d  
f e n o t f p i c a  en  l a  forma de s u s  c 6 l u l a s .  Dependiendo de l a s  condi- 
c i o n e s  a m b i e n t a l e s ,  pueden c r e c e r  b a j o  l a  forma de  un m i c e l i o  
compuesto de  f  i1amento.s l a r g o s  y ramif  i c a d o s ,  s e p t a d o s  o a sep ta -  
doe,  o b e j o  l a  forma de c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s ,  o v o i d e s  o e s f 6 r L  
c a s  que s e  r ep roducen  p o r  gemacibn. E l  tb rmino  dimorfismo ha s -  
do f r e c u e n t e m e n t e  u t i l i z a d o  p a r a  refer i rse  a un grupo de hongos 
que c a u s a n  i n f e c c i o n e s  s i s t 6 m i c a s  e n  e l  hombre y an imales ,  y ha 
s i d o  d e f i n i d o  p o r  Ainaworth (1) como " l a  c o n d i c i b n  e n  l a  c u a l  
se produce  una f a s e  p a r e s i t a  l e v a d u r i f o r m e  y una f a s e  m i c e l i a n a  
s a p r o f f t i c a N .  nc tua lmente  e l  tbrrnino s e  u t i l i z a  e n  un s e n t i d o  
m6s ampl io  y cornprende a hongos p a t b g e n o s  y no p a t b g e n o s  s i n  
h a c e r  d i s t i n c i 6 n  p a r t i c u l a r  e n t r e  l a g  f o r m a s  de v i d a  s a p r o b i a s  
o p a r 6 s i t a s .  E l  dimorfismo, e n  s u  s e n t i d o  m6s arnplio, s e  d e f i n e  
e n t o n c e s  como una i n t e r c o n v e r a i b n  r e v d r s i b l e  de f o r m a s  l e v a d u r L  
formes  y m i c e l i a n a s  c o n t r o l a d a s  p o r  e l ,  medio ambiente: y puede 
s i m p l i f i c a r s e  p o r  l a  n o t a c i 6 n :  
L = forma l e v a d u r i f o r m e  
M = forrna m i c e l i a n a  
D i f e r e n t e s  f a c t o r e s  a m b i e n t a l e s  c o n t r o l a n  e l  dimorfismo en  
e s t o s  hongos. Asf en  e l  c a s o  de  Blaa tomyces  d e r m a t i t i d i s  y 
~ a r a c o c c i d i o i ' d e s  b r a s i l i e n s i s ,  c u y a s  fo rmas  p a t b g e n a s  son l e v a -  
d u r i f o r m e s ,  l a  t e m p e r a t u r a  e s  e l  Gnico f a c t o r  d e t e r m i n a n t e  de l a  
mor fo log la  i n  v i t r o  ( 2 , 3 ) ,  p o r  l o  t a n t o  l a  n o t a c i b n  a n t e r i o r  p u e  
de e s c r i b i r s e :  
Por  o t r a  p a r t e  e x i s t e  un grupo de  hongos en  10s c u a l e s  l a  
i n c u b a c i 6 n  a  37Q C no es  c o n d i c i 6 n  s u f i c i e n t e  p a r a  mantener  l a  
forma l e v a d u r i f o r m e  o  p r o d u c i r l a  a  p a r t i r  de  l a  f i l a m e n t o s a .  A s i  
en e l  c a s o  de Sporot r ichum s c h e n k i i  e His toplasma farc iminosum 
e s  n e c e s a r i o ,  ademhs, que e l  organisma c r e z c a  e n  a t m 6 s f e r a  de  
GO2 (5 y  10-20% r e s p e c t i v a m e n t e )  (4 ,5 ) .  M i e n t r a s  que en  e l  ca- 
s o  d e  His top lasma  capsu la tum l a  i n c u b a c i 6 n  a  t e m p e r a t u r a s  ele- 
vadas  (37Q C )  debe e s t a r  acompafiada p a r  l a  p r e s e n c i a  de amino- 
6 c i d o s  con g r u p o s  s u l f h i d r i l o  ( v . g . c i s t e i n a )  y  a g e n t e s  quelan-  
t e s  e n  e l  medio de c u l t i v o  (v.g. c i t r a t o ) ;  adem6s e l  i n 6 c u l o  
5 empleado debe ser s u p e r i o r  a  5.10 c & l u l a s / m l  (6-9). 
En e l  c a s o  de Candida a l b i c a n s  e l  dimorf  ismo depende s o l a -  
mente de l a s  c o n d i c i o n e s  n u t r i c i o n a l e s  (10). 
11. DIMORFISMO EN MUCOR 
Desde hace  m6s de  un s i g l o  este g&nero  de hongos ( c l a s e :  
Zygomycetes, orden:  Mucora les)  ha  a t r a f d o  l a  a t e n c i 6 n  de 10s 
i n v e s t i g a d o r e s  d e b i d o  a  s u  h a b i l i d a d  de c r e c e r  b a j o  d o s  formas 
segGn e l  medio en  que s e  h a l l e n .  En p r e s e n c i a  de a i r e ,  y e n  me- 
d i o  s 6 l i d o  o  l f q u i d o ,  d e s a r r o l l a n  un m i c e l i o  c e n o c f t i c o  t f p i c o .  
E l  m i c e l i o  p roduce  f recuen temente  e s t r u c t u r a s  de  rep roducc ibn  
v e g e t a t i v a  l l a m a d a e  c lamidosporas .  En e l  ext remo de l a s  h i f a s  
a 6 r e a a ,  y  e n  c i e r t a s  c o n d i c i o n e s ,  ae  p roducen  e s p o r a n g i o s  que 
l l e v a n  numerosas e s p o r a s  a s e x u a l e s  o  e s p o r a n g i o s p o r a s .  En e l  & 
n e r o  Mucor e x i s t e n  e s p e c i e s  h o m o t 6 l i c a s  y  h e t e r o t 6 l i c a s 1  s i endo  
e s t a s  Gltimas mayorfa ,  l a s  que s e  r e p r o d u c e n  sexualmente  p o r  c; 
p u l a c i 6 n  gamet a n g i a l  produciendo una c i g o s p o r a  t f p i c a .  E l  ci- 
c l o  d e  v i d a  a e r 6 b i c o  d e l  hongo se e s q u e m a t i z a  e n  l a  F i g u r a  1. 
En 1857 e l  b o t e n i c o  alemen B a i l  (12)  o b s e r v 6  que en  l a s  p a 2  
t e s  m6s p r o f u n d a s  de  c u l t i v o s  l f q u i d o s  a e r 6 b i c o a  de M. racernosus, 
hongo t i p i c a m e n t e  f i l amentoso ,  a p a r e c f a n  c 6 l u l a s  e s f 6 r i c a s  o  hA 
f a s  c o r t a s  muy e n g r o s a d a s  que se r e p r o d u c f a n  , p o r  gemacibn. 
P o s t e r i o r m e n t e  , P a s t e u r  (13) demostr6  que l a s  c 6 l u l a s  l eva -  
d u r i f o r m e a  se p r o d u c f a n  simplemente como una r e s p u e s t a  a d a p t a t L  
va  de Mucor a  una a t m d s f e r a  pobre  e n  oxfgeno y  o b s e r v 6  que l a  
f a s e  l e v a d u r i f o r m e  d e s a p a r e c f a  con a e r e a c i 6 n  s u f i c i e n t e .  
Desde e s t o s  p r i m e r o s  t r a b a j o s ,  l a  a d a p t a c i 6 n  mor fogene t i ca  
de c i e r t a s  e s p e c i e s  de Mucor a  una a t m 6 s f e r a  a e r 6 b i c a  o  a n a e r k  
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sexual 4, Progametang io i  
Fiqura  1: C i c l o  de  v i d a  de Mucor sp. Tornado de Burnett  (11). 
Mucor r e s u l t 6  ser ' a d  un s i s t e m a  e x c e l e n t e  p a r a  e l  e s t u d i o  
-
de l a s  b a s e s  b ioqufmicas  de l a  d i f e r e n c i a c i h n  mor fo lbg ica ,  Diver 
- 
s o s  f a c t o r e s  e s t h n  i n v o l u c r a d o s  en e l  p r o c e s o  de d i f e r e n c i a c i h n .  
11. 1,Dimorfismo a n i v e l  c e l u l a r  
E l  c i c l o  de v i d e  a s e x u a l  de l a s  e s p e c i e s  d i m 6 r f i c a s  de Mucor 
-9 
puede d i v i d i r s e  en  tres e s t a d f o s  (14): a )  ge rminac i6n  de l a  e spo  
-
r a n g i o s p o r a ,  b )  c r e c i m i e n t o  v e g e t a t i v o  y c) esporog6nes i s .  E s  e n  
10s e s t a d f o s  a y b ,  donde s e  observan l a s  t r a n s i c i o n e s  d im6r f i cas .  
a )  Germinaci6n de  l a  e sporanq iospora .  L a s  e s p o r a n g i o s p o r a s  de  
Mucor spp-son de forma e l i p s o i d a l  y s u  d imensi6n aproximada es  
-
de 6 x 5 pm. Hay d i s c r e p a n c i a s  en  c u a n t o  a 1  nGmero de  nf ic leos  p o r  
e s p o r a ,  segGn Robinow (15) e l  n h e r o  de  nGcleos  s e r f a  s u p e r i o r  a  
uno, e n  cambio S t o r c k  y M o r r i l l  (16)  o b s e r v e r o n  en  l a  mayorfa de 
l a s  e s p e c i e s  e s t u d i a d a s  un n t c l e o  p o r  e s p o r a ,  La ge rminac i6n  de  
l a s  e s p o r a n g i o s p o r a s  da  o r i g e n  a c 6 l u l a s  v e g e t a t i v a s  levadur i fo ;  
mes o a c 6 l u l a s  h i f a l e s ,  dependiendo de l a s  con ,d ic iones  a m b i e n t s  
l e a  d u r a n t e  l a  germinacihn.  
Independ ien temente  de l a  morf o l o g f  a  f i n a l ,  l a  ge rminac ibn  de  
l e e  e s p o r a n g i o s p o r a s  puede d i v i d i r s e  en  d o s  f a s e s  (17):  crecimien 
t o  de l a  e s p o r a  e n  una g r a n  c 6 l u l a  e s f 6 r i c a  de  aproximadamente 
10-18 )n de d i e m e t r o  y emergencia  d e l  t u b 0  g e r m i n a t i v o ,  e n  e l  c= I 
s o  de d e s a r r o l l o  h i f  a l ;  o  p roducc i6n  de una yema e s f & r i c a ,  en e l  
. - 
c a s o  de d e s a r r o l l o  l e v a d u r i f o r m e .  La formaci6n de  l a  c h l u l a  es- 
f h r i c a  es  una f a s e  de c r e c i m i e n t o  ve rdadero ,  ya que hay un i n c r g  
mento i m p o r t a n t e  de peso  s e c o  y  de l a  c a n t i d a d  de p r o t e f n a  (17). 
Durante  e s t a  f a s e  s e  s i n t e t i z a  -- de novo una p a r e d  c e l u l a r ,  f f s i c a  
y  qufmicamente d i f e r e n t e  de  l a  de l a  espora .  
Los  e v e n t o s  p o s t e r i o r e s  d i f i e r e n  segGn l a  m o r f o l o g i a  f i n a l  
de l a  c 6 l u l a .  En e l  c a s o  d e l  d e s a r r o l l o  f i l a rnen toso  s e  produce  
un aumento en  l a  p o l a r i z a c i 6 n  d e  l a  s l n t e s i s  de l a  p a r e d  c e l u l a r  
que r e s u l t a  de la r u p t u r a  de  1s p a r e d  de l a  c 6 l u l a  e s f b r i c a  y  e n  
l a  e m i s i 6 n  de un t u b o  g e r m i n a t i v o  (17). S i  l a  c 6 l u l a  e s f 6 r i c a  v a  
a  d a r  o r i g e n  a  una c 6 l u l a  l e v a d u r i f o r m e ,  l a  s f n t e s i s  de l a  p a r e d  
c e l u l a r  no e s  p o l a r i z a d a  y  l a  r u p t u r a  de l a  p a r e d  de l a  c g l u l a  
e a f g r i c a  e s t 6  s e g u i d a  p a r  l a  emergencia  de  una yema e s f h r i c a .  
b)  C r e c i m i e n t o  v e q e t a t i v o .  En a e r o b i o s i s ,  con una v a r i e d a d  
de f u e n t e s  c a r b o n a d a s  y e n  medio s 6 l i d o  o  l i q u i d o ,  e l  c r e c i m i e n  -
t o  v e g e t a t i v o  d e  Mucor s p p *  a 1  i g u a l  que e l  de  t o d o s  10s hongos 
f i l a m e n t o s o s ,  @ s t 6  c a r a c t e r i z a d o  p o r  un crecimien-kd a p l c a l  de  
l a  p a r e d  c e l u l a r  (18). La l o n g i t u d ,  ancho y  g r a d o  de rarn i f ica-  
c i 6 n  de  l a s  h i f a s  de este  hongo, v a r f a  con l a s  c o n d i c i o n e s  de 
c u l t i v o .  
En a n a e r o b i o s i s  y  e n  p r e s e n c i a  de c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  de 
a z f i c a r e s  f e r rnen tab les ,  e l  c r e c i m i e n t o  v e g e t a t i v o  de Mucor spp , 
es  d e l  t i p o  l e v a d u r i f o r m e  y  e s t 6  c a r a c t e r i z a d o  p o r  l a  p r e s e n c i a  
de c 6 l u l a s  e s f g r i c a s  con gemaci6n mul t ipo la r  y con l a  s f n t e s i s  de 
l a  pared c e l u l a r  uniformemente d i s t r i h u l d a  sobre  l a  s u p e r f i c i e  
c e l u l a r  (18). 
Como e l  dimorf ismo en  e a t e  h o w  es r e v e r s i b l e ,  pueden lo-  
g r a r s e  qambEqs.laqrP~l6c$i.cos en ambas d i rncc iones .  Cuando se  in- 
duce a ;les ~ 6 l u l a s  levadur i formes  a  formar h i f a s ,  l a s  yemas 5e 
y ran sf or man p a r a  formar uno o m6s tuhos  ge rmina t ivos  p a r  po la rL  
zaci6n de l a  s i n t e e i s  de l a  pared c e l u l a r m  Cuendo l a s  h i f a s  son 
estirnuladae p a r a  f ormar c e l u l a s  l evadur i f  ormes s e  o r i g i n a n  ye- 
mes e e f g r i c a s  de 10s extremos h i f a l e s .  En e s t a  Gltima t r a n s f o r -  
maci6n quedan a lgunus  elementos h i f a l e s  en e l  c u l t i v o ,  efin lue- 
go de p e r l a d a s  l a rgos .  
c) Esg,o-rgq6nesis. En c i e r t a s  condic iones  e l  m i c e l i o  produ- 
ce  e spo rang i6 fo ros  cuyo extremo s e  d i l a t a  y cornienza a  formar- 
s e  e l  espbfBhgio h a c i a  e l  c u a l  f l u y e  una gran  c a n t i d a d  de c i t g  
p l a m a  que l l e v a  numerosos ndc leos  y  que s e  concen t r a  en l a  
p e r i Q e r i a  de d s t e ,  dejando una p a r t e  c e n t r a l  e s t g r i l  (eolumela). 
E l  protoplasma de l a  zona p e r i f g r i c a  s e  d i v i d e  en una g ran  can- 
t i d a d  de po rc iones  un i  o  mul t inuc leadas  que luego  s e  redondean, 
s e  rodean de pared  y maduran p a r s  da r  l a s  esporangiosporas .  Las  
e spo ras  s e  l i b e r a n  p a r  r u p t u r a  de l a  pared esporangia l .  
- 11. 2.Dimorfismo y p a r e d  c e l u l a r  
La mor fo logfa  de 10s hongos depende' de manera fundamenta l  de  
l a  forma de l a  p a r e d  c e l u l a r ,  e s t r u c t u r a  r f g i d a  que e s t h  de termL 
nada p o r  l a  d i s p o s i c i b n  e s p a c i a l  y l a  e s t r u c t u r a  molecu la r  de 
s u s  d i v e r s o s  componentes. Por  l o  t a n t o ,  l a  d i l u c i d a c i b n  d e l  mecg 
nismo de s f n t e s i s  de l a  p a r e d  c e l u l a r  e s  de i m p o r t a n c i a  f undamec 
t a l  e n  c u a l q u i e r  e s t u d i o  d e l  dimorfismo e n  hongos. 
B a r t n i c k i - G a r c f a  (19)  e s t u d i b  l a  composici6n qufmica de l a  
p a r e d  c e l u l a r  de Mucor r o u x i i  e n  d o s  e s t a d f o s  v e g e t a t i v o s ,  c6lu-  
l a s  l e v a d u r i f o r m e s  y mice l io .  Observb que l a  composicibn c u a n t i  
y c u a l i t a t i v a  de l a  p a r e d  c e l u l a r  de l a s  c b l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  
y de m i c e l i o  e s  semejan te ,  s i e n d o  10s p o l i s a c 6 r i d o s  dominantes  
q u i t i n a ,  q u i t o s a n o  y 6 c i d o s  p o l i u r d n i c o s ;  en  cambio e x i s t e n  d i -  
f e r e n c i a s  c u a n t i t a t i v a s  e n  e l  c o n t e n i d o  de  manosa y pro tegna .  
No s e  conoce  b i e n  e l  s i g n i f i c a d o  de  e s t a s  d i f e r e n c i a s  en  r e l a -  
c i b n  a 1  d imorf ismo,  aunque s e  han e n c o n t r a d o  d i f e r e n c i a s  en  l a '  
a c t i v i d a d  de m a n o s i l  t r a n s f e r a s a  en  l a s  fo rmas  l e v a d u r i f o r m e s  y 
f i l a m e n t o s a  de e s t a  e s p e c i e  (20). 
La q y i t i n a  forma un e s q u e l e t o  m i c r o f i b r i l a r  en  l a  p a r e d  ce- 
l u l a r  (21). B a r t n i c k i - G a r c f a  y c o l a b o r a d o r e s  e s t u d i a r o n  10s ca- 
m i r o s  m e t a b b l i c o s ,  l o c a l i z a c i b n  y p o s i b l e  r e g u l a c i 6 n  de l a  s fn -  
t e s i s  de q u i t i n a  en  M e  r o u x i i ;  e n c o n t r a r o n  que l a  a c t i v i d a d  de 
q u i t i n a  s i n t e t a a a  e a t 6  l o c a l i z a d a  p r i n c i p a l m e n t e  e n  l a  f r a c c i b n  
c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  p a r e d  c e l u l a r  y  p r o p u s i e r o n  un mecanismo 
de r e g u l a c i 6 n  p a r a  l a  enzima que i n v o l u c r a  a c t i v a c i b n  e i n a c t i -  
vaci6n p r o t e o l f t i c a  (22). Segfin d icho  mecanismo una p r o t e a s a  
a c t i v a r f a  a  l a  enzima p r e s e n t e  como zimbgeno e n  l a  f r a c c i d n  m i -  
crosomal ,  e s t a  a c t i v a c i 6 n  puede ser bloqueada p o r  un i n h i b i d o r ,  
t e r m o e s t a b l e  y  d i a l i z a b l e ,  p r e s e n t e  en  l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e .  E l  
i n h i b i d o r  m a n t e n d r f a  a  l a  enzima como zim6geno. La c a n t i d a d  re- 
l a t i v a  de l a  p r o t e a s a  a c t i v a d o r a  y  d e l  i n h i b i d o r  d i f i e r e n  en  
l a s  c h l u l a s  h i f a l e s  y  l e v a d u r i f o r m e s .  En l a s  h i f a s  10s n i v e l e s  
de p r o t e a s a  son a l t o s  y  10s d e l  i n h i b i d o r  b a j o s ,  p r e s e n t h n d o s e  
l a  s i t u a c i d n  i n v e r s a  e n  l a s  c e l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s .  E l  r e s u l t s  
do n e t 0  a e r f a  l a  p r o d u c c i d n  de una enzima de  v i d a  media r e l a t l  
vamente c o r t a  en  l a s  h i f a s  y l a r g a  e n  l a s  c h l u l a s  l e v a d u r i f o r -  
mes (22). E s t e  hecho t e n d r f a  i m p l i c a n c i a  mor fogen6 t i ca  y a  que 
en c g l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  l a  i n a c t i v a c i d n  de l a  enzima s e r f a  
m6s l e n t a ,  l o  que  d a r f a  c u e n t a  d e l  mayor g r o s o r  de  l a  p a r e d  ce- 
l u l a r  e n  e s t a s  c e l u l a s  (23). 
E x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s u s t a n c i a l e s  en  l a  c a n t i d a d  de q u i t i n a  
p o r  unidad de p e s o  s e c o  e n t r e  l a s  c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  y  m i -  
c e l i a n a s .  E s  p o s i b l e  que l a s  enzimas  de  v i d a  media c o r t a  y  la; 
ga  puedan ser e l  r e f l e j o  de  c o n t r o l e s  i m p u e s t o s  p o r  e l  t iempo 
de g e n e r a c i 6 n  l a r g o  d e  l a s  c e l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  c r e c i e n d o  anae- 
robicamente  comparado con e l  t iempo de g e n e r a c i b n  m6s c o r t o  de 
l a s  h i f a s  e n  a e r o b i o s i s  (14). 
11. 3 .Fac to res  a m b i e n t a l e s  y 'me tabo l i smo c e l u l a r  
T a l  como s e  seRa l6 ,  l a  m o r f o l o g f a  l e v a d u r i f o r m e  de a l g u n a e  
e s p e c i e s  de  Mucor a p a r e c f a  cuando l a  a t m b s f e r a  d e l  c u l t i v o  ae 
h a c f a  anae r6b ica .  
Bar tn ick i -Garc fa  y Nickerson (24)  e s t u d i a r o n  e l  p a p e l  que 
podfan t e n e r  10s d i s t i n t o s  f a c t o r e s  e m b i e n t a l e s  a s o c i a d o s  a 1  
c r e c i m i e n t o  a n a e r b b i c o  como e v e n t u a l e s  a g e n t e s  m o r f o g e n b t i c ~ s '  'en 
M. r o u x i i .  Demostraron que l a  p r e s e n c i a  de a n h i d r i d o  c a r b b n i c o  
e r a  n e c e s a r i a  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de  l a  f a s e  l evadur i fo rme .  R 
b a j a s  p r e s i o n e s  d e l  g a s  o en  s u  a u s e n c i a  ( a t m b s f e r a  de  n i t r b -  
geno puro)  o b t e n f a n  c r e e i m i e n t o  t i t a l m e n t e  f i l e m e n t o s o .  De e= 
t o s  e s t u d i o s  conc luyeron  que e l  a n h i d r i d o  c a r b b n i c o  p a r t i c i p e  
d i r e c t a m e n t e  en  e l  mantenimiento  de  l a  f a s e  l evadur i fo rme .  
H a i d l e  y S t o r c k  (25)  t r a b a j a n d o  con l a  misma e s p e c i e  de 
Mucor, o b t u v i e r o n  c r e c i m i e n t o  l e v a d u r i f o r m e  en  a t m b s f e r a  ae 
-
n i t r 6 g e n o  puro  a c o n d i c i 6 n  de  que e s t e  g a s  e s t u v i e r a  l i b r e  de  
t r a z a s  de oxfgeno y c o n c l u y e r o n  que o t r o s  f a c t o r e s  d l s t i n t o s  
d e l  a n h i d r i d o  c a r b b n i c o  e s t a b a n  i n v o l u c r a d o s  en  e l  c o n t r o l  d e l  
dimorf ismo e n  e s t a  e s p e c i e .  
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S i n  embargo, r e c i e n t e m e n t e ,  Mooney y Sypherd (26)  demostra-  
ron  que en M. r acemosus  es  p o s i b l e  o b t e n e r  c r e c i m i e n t o  levadu-  
r i f o r m e .  o f i l a m e n t o s o  e n  a t m 6 s f e r a  de n i t r 6 g e n o  puro  o c u a l q u i e r  
o t r o  g a s  i n e r t e ,  dependiendo l a  mor fo lagfa  d e l  c u l t i v o  de  l a  ve- 
l o c i d a d  d; f l u j o  d e l  gas.  ASS, a f l u j o  a l t a  de  n i t r b g e n o  obtu-  
v i e r o n  c r e c i m i e n t o  l e v a d u r i f o r m e ,  m i e n t r a s  que a b a j o  f l u j o  d e l  
g a s  e l  c r e c i m i e n t o  e r a  puramente f i l a m e n t o s o ,  P a r a  e x p l i c a r  es- 
t o s  r e s u l t a d o s  10s a u t o r e s  p o s t u l a r o n  l a  e x i s t e n c i a  de  una sus- 
t a n c i a  v o l h t i l :  " f a c t o r  f i l a m e n t o s o n ,  aGn no i d e n t i f i c a d a ,  l a  
c u a l  s e r s a  l a  desencadenan te  d e l  c r e c i m i e n t o  a p i c a l ,  Con un a l -  
t o  f l u j o  de g a s ,  d i c h a  s u s t a n c i a  h i p o t f i t i c a  s e r f a  removida  de  
10s c u l t i v o s  p e r m i t i e n d o  e n t o n c e s  e l  c r e c i m i e n t o  l e v a d u r i f o r m e ,  
En a t m 6 s f e r a  de a n h i d r i d o  c a r b h n i c o ,  a a l t o  o b a j o  f l u j o  d e  
g a s ,  e l  c r e c i m i e n t o  e r a  s i empre  d e l  t i p o  l evadur i fo rme .  Surge  
inmediatamente de  e s t o s  r e s u l t a d o s  que l a  a c c i d n  m o r f o g e n g t i c a  
de l a  s u s t a n c i a  v o l g t i l  s e r f a  a n u l a d a  p o r  e l  a n h i d r i d o  carb6-  
11. 4 b I n f l u e n c i a  de  10s h i d r a t o s  de carbono 
E a r t n i c k i - G a r c f a  (27) y P a s s e r o n  y c o l a b o r a d o r e s  (28) es- 
t u d i a r o n  l a  i n f l u e n c i a  de l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de hexosas  s o b r e  l a  
mor fo logfa  de Mucor r o u x i i  e n  c o n d i c i o n e s  anae rbb icas .  Demos- 
t r a r o n  que s e  r e q u i e r e  una c o n c e n t r a c i 6 n  mfnima de g l u c o s a  p a r a  
o b t e n e r  una p o b l a c i 6 n  netamente  l e v a d u r i f o r m e ;  a medida que l a  
c o n c e n t r a c i b n  de g l u c o s a  disminuye 10s c u l t i v o s  t i e n d e n  a  hater 
s e  m6s f i l a m e n t o s o s .  E s t e  e f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de g l u c o s a  
no puede ser a t r i b u i d a  a 1  inc rement0  d e  l a  produccidn de a n h i d r L  
do c a r b b n i c o ,  ya que  l a  m6xima l i b e r a c i 6 n  d e  este  g a s  s e  l o g r a  
con s o l o  0 ,1% de g l u c o s a  (27) -  B a r t n i c k i - G a r c f a  interprets l a  
a c c i 6 n  de  l a  g l u c o s a  coma e l  r e s u l t a d o  d e  l a  r e p r e s i 6 n  ca tab6-  
l i c a  e j e r c i d a  p a r  metabolites de  e s t e  a z ~ c a r  sobre  10s p r o c e s o s  
de mor fog6nes i s  de l a  h i f a .  
11. S.Acci6n de  i n h i b i d o r e s  
Algunas s u s t a n c i a s  qufmicas  a l t e r a n  10s cambios morfogenQ- 
t i c o s  normales ,  y  d e l  e s t u d i o  de  s u  mado de  a c c i 6 n  han s u r g i d o  
nuevas  h i p 6 t e s i s  s o b r e  l a s  c a u s a s  d e l  dimorfismo. T e r e n z i  y  
S t o r c k  (29)  e n c o n t r a r o n  que e l  a l c o h o l  f e n e t f l i c o ,  i n h i b i d o r  
d e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  e n  b a c t e r i a s ,  hongos y an imales ,  indu- 
ce l a  fo rmac i6n  de c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  en  c u l t i v o s  a e r b b i c o s  
de Mucor r o u x i i ,  s i empre  y cuando l a  f u e n t e  carbonada sea un 
azGcar f e r m e n t a b l e  e n  c o n c e n t r a c i 6 n  s u p e r i o r  a  2%. E l  a l c o h o l  
f e n e t f l i c o  e s t i m u l a  l a  p r o d u c c i 6 n  d e  a n h i d r i d o  ca rb6n ido  y  eta 
no1 e i n h i b e  l a  f o s f o r i l a c i 6 n  o x i d a t i v a .  P o s t e r i o r m e n t e ,  P a s s e r a n  
y c o l a b o r a d o r e s  (28) e n c o n t r a r o n  que  e l  c i a n u r o  de p o t a s i o ,  i n h i  -
b i d o r  c l f i s i c o  de  l a  r e s p i r a c i 6 n ,  ag regado  a  c u l t i v o s  a e r 6 b l c o s  
produce  e f e c t o s  s i m i l a r e s  a 1  a l c o h o l  f e n e t f l i c o ,  o  s e a ,  induce  
e l  c r e c i m i e n t o  l e v a d u r i f o r m e ,  En p r e s e n c i a  de d i fepq&ep  concen -
C L 
t r a c i o n e s  de c i a n u r o  d e  p o t a s i o ,  e s  p o s i b l e  o b s e r v a r  l a  t r a n s i -  
c i 6 n  e n t r e  l a  m o r f o l o g f a  f i l a m e n t o s a  y  l e v a d u r i f o r m e .  pasando 
p o r  formas  i n t e r m e d i a s ,  e s  d e c i r  que a  c o n c e ~ t r a c i o n e s  in te rme-  
d i a s  d e l  i n h i b i d o r  se pueden encmntrar  h i f a s  c o r t a s  y  engrosadas .  
En base  a  e s t o s  r e s u l t a d o s  s e  concluy6 que e l  metabolismo 
o x i d a t i v o  s e r f a  un d e t e r m i n a n t e .  i m p o r t a n t e  en  e l  d e s a r r o l l o  f i l s  
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mentoso de ~ u c o r .  
11. 6.Cambi.o~ r e s p i r a t o r i o s  d u r a n t e  l a  d i f e r e n c i a c i b n  l e v a d u r a -  
m i c e l i o  
P e s e  a  l a s  c o n c l u s i o n e s  e n u n c i a d a s  e n  e l  p e r r a f o  a n t e r i o r ,  
t r a b a j o s  p o s t e r i o r e s  d e  Rogers ,  Clark-Walker y  S t e w a r t  (30) y de 
Paznokas  y  ~ y p h e r d  (31). demos t ra ron  que e l  met abol ismo r e s p i r a t g  
r i o  d e  Mucor no e s t a b a  c o r r e l a c i o n a d o  con l a  morfologfa .  
Rogers  y  c o l a b o r a d o r e s  c u l t i v a r o n  M. s e n e v e n s i s  e n  c o n d i c i o -  
n e s  de exceso  de  g l u c o s a  o  con g l u c o s a  l i m i t a n t e  a  d i s t i n t a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  de oxfgeno  d i s u e l t o .  Encon t ra ron  que e l  d e s a r r o l l o  
f i l a m e n t o s o  y  e l  metabol ismo o x i d a t i v o  son i n h i b i d o s  p o r  e x c e s o  d e  
g l u c o s a ,  s i n  mayores e f e c t o s  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  m i t o c o n d r i a l .  POr 
e l  c o n t r a r i o ,  l a  a d i c i 6 n  de c l o r a n f e n i c o l  a  c u l t i v o s  f i l a m e n t o s o s  
a e r b b i c o s ,  en  c o n d i c i o n e s  de g l u c o s a  l i m i t a n t e ,  i n h i b e  e l  de- 
s a r r o l l o  m i t o c o n d r i a l  s i n  i n d u c i r  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  a  c 6 l u l a s  
l e v a d u r i f o r m e s .  Los a u t o r e s  conc luyen  que e l  metabolismo oxi -  
d a t i v a  no e s  e s e n c i a l  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  f i l amentoso .  t 
4 .  F 
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Paznokas  y  Sypherd e s t u d i a r o n  a l g u n o s  a s p e c t o s  d e l  metabo - - 
l i s m o  r e s p i r a t o r i o  de M.racemosus. Logra ron  o b t e n e r  c u l t i v o s  
f i l a r n e n t o s o e  en c o n d i c i o n e s  e s t r i c t a m e n t e  a n a e r 6 b i c a s ,  e n  a t -  
m6sfera .  de  n i t r 6 g e n o  o  arg6n y  a  b a j o  f l u j o  de  gas. Por  o t r a  
p a r t e ,  o b t u v i e r o n  c u l t i v o s  l e v a d u r i f o r m e s  e n  c o n d i c i o n e s  aer6-  
b i c a s  p o r  e l  agregado de B t 2  AMPc a 1  medio d e  c u l t i v o .  Midie- 
r u n  e l  metabolismo r e s p i r a t o r i o  d e  e s t a s  c 6 l u l a s  y  l o  compara- 
r o n  con  e l  de c u l t i v o s  l e v a d u r i f o r m e s  y f i l a m e n t o s b 3  n b t e n i d o s  
e n  l a s  c o n d i c i o n e s  h a b i t u a l e s .  H a l l a r o n  que  e l  m i c e l i o  o b t e n i -  
do e n  a t m 6 s f e r a  de n i t r 6 g e n o  p o s e e  un metabol ismo netamente  f e ~  
m e n t a t i v o ,  ane logo  a 1  de  l a s  c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  o b t e n i d a s  
e n . a t m 6 s f e r a  de a n h i d r i d o  ca rb6n ico .  E s t e  m i c e l i o  c a r e c e  de  m i -  
t o c o n d r i a s  y e l  s i s t e m a  de c i t o c r o m o s  no se ha  d e s a r r o l l a d o .  
P o r  e l  c o n t r a r i o  l a s  c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  o b t e n i d a s  en  a t m 6 ~  
f e r a  de ox lgeno  con B t 2  AMPc, poseen un metabolismo o x i d a t i v o  
e n t e r a m e n t e  s i m i l a r  a 1  d e l  m i  c e l i o  que se o b t i e n e  normalmente. 
Por  10s r e s u l t a d a s  resef iados  a n t e r i o r m e n t e  p a r e c e  e v i d e n t e  
que l a  c a p a c i d a d  o x i d a t i v a  y  e l  d e s a r r o l l o  m i t o c o n d r i a l  no son 
f a c t u r e s  i m p o r t a n t e s  e n  e l  p r o c e s o  de  morfog6nes is .  No o b s t a n t e  
I n d e r l i e d  y Sypherd (32)  e n c o n t r a r o n  una c o r r e l a c i 6 n  p o s i t i v a  
e n t r e  e l  d e s a r r o l l o  l e v a d u r i f o r m e  y una a l t a  capac idad  ferment= 
t i v a .  Observaron que l a  t r a n s f e r e n c i a  de c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  
de Mucor de  una a t m 6 s f e r a  d e  a n h i d r i d o  c a r b 6 n i c o  a a i r e ,  con 
c o n c e n t r a c i o n e s  p r o g r e s i v a m e n t e  m6s a l t a s  de g l u c o s a  en  e l  me- 
d i o  de c u l t i v o  r e t a r d a n  l a  a p a r i c i 6 n  de  10s t u b o s  germinat ivos .  
~ d e m e s  cuando e l  organism0 se d e s a r r b l l a  ae rgb icamente ,  c o n c e c  
t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de g l u c o s a  en e l  medio de  c u l t i v o  provocan 
l a  acumulaci6n de e t a n o l  e n  e l  medio y s e  i n d u c e  un aumento de 
l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  i n t r a c e l u l a r e s  de i n t e r m e d i a r i o s  g l u c o l f t i -  
c o s  como l a  f r u c t o s a  1-6 d i f o s f a t o .  Se conc luy6  que e l  e s t u d i o  
de l a s  enzimas  c l a v e s  d e l  camino g l u c o l f t i c o  s e r f a  de g r a n  u t i -  
l i d a d  p a r a  d i l u c i d a r  l a s  b a s e s  b ioqufmicas  d e l  dimorfismo en  
e s t e  hongo (14). 
P a s s e r o n  y c o l a b o r a d o r e s  (33-35) y Paznokas  y Sypherd (36) 
e s t u d i a r o n  una de l a s  e n z i m a s  c l a v e s  de l a  g l u c 6 l i s i s ,  l a  pir; 
v a t o  q u i n a s a  en  M, r o u x i i  y M, racemosus  r e s p e c t i v a m e n t e .  Demo= 
t r a r o n  l a  e x i s t e n c i a  de  i s o e n z i m a s  y e s t u d i a r o n  s u  r e g u l a c i 6 n  
p o r  i n t e r r n e d i a r i o s  de  l a  g l u c 6 l i s i s .  No se h a l l 6  una c o r r e l a -  
c i 6 n  e n t r e  l a  m o r f o g 6 n e s i s  y e l  t i p 0  d e  p i r u v a t o  q u i n a s a  p re -  
s e n t e  (36) ,  apa ren temente  e s t a  enzima,  no e s t a r f a  i n v o l u c r a d a  
en  e l  p r o c e s o  morfogen6t ico .  
11. 7..Dimorfismo y s f n t e s i s  de  p r o t e l n a s  
Orlowgki y  Sypherd,  (37) e s t u d i a r o n  en M. racemosus l a  velo- 
c i d a d  de  s f n t e s i s  p r o t e i c a  d u r a n t e  l a  ge rminac i6n  a e r 6 b i c a  de 
l a s  e s p o r a s  y  en  e l  p roceso  d e  t r a n s f o r m a c i b n  de c 6 l u l a s  levadu- 
r i f o r m e s  a  m i c e l i o .  Encon t ra ron  un aumento e n  l a  v e l o c i d a d  de 
s f n t e s i s  de p r o t e i n a s  d u r a n t e  e l  p e r f o d o  de  emergencia  de 10s t u  -
boa g e r m i n a t i v o s ,  t a n t o  de l a s  c f i l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  como de 
l a s  e s p o r a s  (37,381. E a t e  aumento en  l a  v e l o c i d a d  de s f n t e s i s  de 
p r o t e f n a s  e s t 6  acompaRado p o r  un aumento e n  e l  p o r c e n t a j e  de ri- 
b o s o m s  m t i v o s  y  en  l a  s f n t e s i s  de ARN t o t a l  ( A R N  r ibosomal  y  
ARN mensa je ro ) ,  l a  capac idad  s i n t g t i c a  d isminuye a  rnedida que 
10s t u b o s  g e r m i n a t i v o s  se a l a r g a n  (39,40) .  
A p e s a r  d e l  inc rement0  de  l a  v e l o c i d a d  de  s f n t e s i s  de.ARN 
mensa je ro  d u r a n t e  ' l a  t r a n s i c i 6 n  de  l a  forma l e v a d u r i f o r m e  a  l a  
m i c e l i a n a  (40) ,  no s e  p u d i e r o n  e n c o n t r a r  cambios  i m p o r t a n t e s  en  
l a  s f n t e s i s  de nuevas  e s p e c i e s  de ARN mensa je ro  y  p o r  c o n s i g u i e l  
t e  en  l a  c a l i d a d  de l a s  p r o t e f n a s  s i n t e t i z a d a s  d u r a n t e  l a  . t r a n s .  
c i 6 n  rnorfogenfitica. E l  carnbio m8s i m p o r t a n t e  obse rvado  d u r e n t e  
l a  emergenc ia  de 10s t u b o s  g e r m i n a t i v o s ,  a  p a r t i r  de  e s p o r a s  o  
de c 6 l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s ,  f u e  l a  f o s f o r i l a c i 6 n  de l a  p r o t e l n a  
S  6 de  l a  subunidad r ibosomal  48  S; c o i n c i d i e n d o  e l  grado m6- 
ximo de  f o s f o r i l a c i 6 n  de e s t a  p r o t e f n a  con e l  mhximo de i n c r e m e 1  
t o  de  l a  s f n t e s i s  p r o t i i c e  (41). Aunque e l  s i g n i f i c a d o  de e s t a  
- 
f o s f o r i l a c i 6 n  en  e l  p r o c e s o  d e  mor fogbnes i s  no est6 
d e m o s t r a r f a  que d u r a n t e  es te  p r o c e s o  s e '  producen cambios p o r  l o  
menos de  un componente d e l  s i s t e m a  de  t r a d u c c i b n ,  
11. 8,Dimorfismo y p o l i a m i n a s  
Sypherd y c o l a b o r a d o r e s  (14 ,  42) e s t u d i a r o n  l a  v a r i a c i 6 n  en 
10s n i v e l e s  de p o l i a m i n a s  d u r a n t e  l a  t r a n s i c i b n  mor fogene t i ca  
que s e  produce  a 1  a e r e a r  c g l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s  de M. racernosus. 
E n c o n t r a r o n  que se produce  un aumento t r a n s i e n t e  en  10s n i v e l e s  
de c a d a v e r i n a  d u r a n t e  10s p r i m e r o s  momentos de  l a  a e r e a c i h ,  pa- 
r a  l u e g o  d e c a e r  a  10s n i v e l e s  e n c o n t r a d o s  e n  l a s  c h l u l a s  l e v a d u r k  ra 
formes;  con p o s t e r i o r i d a d  a  l a  d i sminuc i6n  e.n 10s n i v e l e s  de e s t a  
p o l i a m i n a ,  se produce  un g r a n  aumento e n  10s n i v e l e s  de p u t r e s c i -  
n a  y  e s p e r m i d i n a ,  muy p o r  encima de 10s v a l o r e s  e n c o n t r a d o s  e n  
l a s  c b l u l a s  l e v a d u r i f o r m e s ,  Aunque e s t o s  r e s u l t a d o s  solamente  re- 
f l e j a n  una c o r r e l a c i d n  e n t r e  l a  t r a n s i c i b n  d i m 6 r f i c a  y l a  a p a r i -  
c i 6 n  de  tres p o l i a m i n a s ,  10s a u t o r e s  s u g i e r e n  que e s t o s  compues- 
t o s  p o d r f a n  t e n e r  una f u n c i 6 n  r e g u l a t o r i a  en  10s p r o c e s o s  metab& 
l i c o s  que conducen a  10s cambios  m o r f o g e n b t i c o ~ ~  
- 
I1 , 9, Dimorf ismo y AMPc 
. 
T a l  vez  e l  avance  rr&s i m p o r t a n t e  e n  c u a n t o  a 1  e s c l a r e c i m i e n -  
t o  de l a s  b a s e s  b ioqufmicas  d e l  dimorfisimo e n  Mucor se deba a  
10s experimentas de Larsen y Sypherd (43) sabre l a  accidn del  
AMPc en Mucor racemasus. Estos autores encontraron que l a  adicidn 
de B t 2  AMPc a cu l t i vos  aerdbicos del  hongo, produce l a  represidn 
del  crecimiento ap ica l  y promueve e l  crecimiento levaduriforme. 
Para que e s to s  cambios ocurran e s  necesaria l a  presencia en e l  
medio de cu l t ivo  de un azGcar fermentable; en su ausencia, o si 
l a  fuente carbonada ea  g l i ce ro l ,  succinato o maltosa e l  cambia 
no se produce. Tambien pudieron es tablecer  que ex i s t e  una bUbffB' 
correlacidn en t r e  10s nivelea i n t r ace lu l a r e s  de AMPc y l a  morfg 
logfa. La8 c6 lu las  levsduriformee contienen mayores n ive les  del 
nucledtido c f c l i c o  que e l  micelio. Los mismos autores demostra- 
ran qua l a  aereacidn de un cu l t ivo  de c6lulaa levaduriformes es- 
t 6  acompaftada por  una disminucidn en 10s niveles  i n t r ace lu l a r e s  
del nucledtido c f c l i c o ,  dieminucidn que precede a l a  aparicidn 
de 10s tubas germinativoa. 
Posteriormente Passeron y colabaradores (441, encontraron 
resultados s imi la res  en M. rouxii.  
Ass, aunque e l  AMPc e s  capaz de inducir  l a  morfologfa leva- 
duriforme en ae rob ios i s  y se l o  encuentra en cancentraciones a& I 
t a s  en e s t e  t i p o  de cglulas ,  e l  nucle6tido c f c l i co  perse  no se- 
r f a  determinante de l a  morfologfa, ye que s u  accidn e s t6  condi- 
cionada a l a  presencia  de un aztcar  fermentable a concentracio- 
nes adecuadas en e l  medio de cult ivo.  
De acuerdo a l o  e x p u e s t o  en  l a s  s e c c i o n e s  p r e c e d e n t e s ,  s u r g e  
que l a  r e g u l a c i 6 n  d e l  dimorfismo e n  Mucor e s  e l  r e s u l t a d o  de 
una i n t e r a c c i 6 n  comple ja  de numerosos f a c t o r e s  a m b i e n t a l e s  y nu- 
t r i c i o n a l e s ,  en  donde e l  AMPc, s i n  d u d a ,  desempefia un p a p e l  muy 
impor tan te .  Por  c o n s i g u i e n t e , e l  e s t u d i o  de  s u  mecanismo de  a c c i 6 n  
debe t e n e r s e  en c u e n t a  en  c u a l q u i e r  modelo de  r e g u l a c i 6 n  d e l  d i -  
morfismo que s e  proponga p a r a  e l  g 6 n e r o ' ~ u c o r .  
En l a  F i g u r a  2 se kesume e l  e f e c t o  de  10s p r i n c i p a l e s  Pacto-  
res a m b i e n t a l e s  y n u t r i c i o n a l e s  que  p a r t i c i p a n  en  l a s  t r a n s i c i g  
n e s  d i m 6 r f i c a s  en  Mucor r o u x i i .  
111. PAPEL BIOLOGIC0,DEL AMPc EN OTROS EUCRRIONTES INFERIORES 
111. 1 Mucorales  
I 
J o n e s  y Bul lock  (45)  demos t ra ron  que l a  a d i c i 6 n  de AMPc a 1  
medio de c u l t i v o  i n f l u e n c i a  l a  m o r f o l o g f a  de Mucor h i e m a l i s  y 
M-mucedo, d o s  e s p e c i e s  de Mucor no d i m h r f i c a s ,  produciendo l a  
p e r d i d a  de l a  dominancia  a p i c a l  y un aumento de l a  s e p t a c i 6 n  
de  l a s  c 6 l u l a s  d e l  m i c e l i o  que r e c u e r d a  a l a  mor fo logfa  l e v a d l  
r i f o r m e  de  l a s  Mucora les  d i m 6 r f i c a s .  En e s t a s  e s p e c i e s  y e n  
E l a k e s l e a  t r i s p o r a  (45 ,  46) s e  e n c o n t r 6  que e l  AMPc puede mimL 
c a r  10s cambios m o r f o l 6 g i c o s  que  s e  producen normalmente d u r a ~  
t e  l a  r e p r o d u c c i 6 n  s e x u a l ,  f o r m a c i 6 n  d e , g a m e t a n g i o s  y suspeneE 
0 Espora 
condiciones ambientales) 
AMBIENT ALES 02+ hexosas + PEA 
QUE FAVORECEN n n  
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Figura 2: C i c l o  de v i d a  asexual ,  aer6bico y anaerbbico, de  
Mucor r o u x i i .  Condicionea ambientales y . n u t r i c i g  
n a l e s  que i n f l u y e n  sobre e l  dimorfirno. 
res ( v e r  Fig ,  1) y aumento en  l a  p r o d u c c i 6 n  de c a r o t e n o i d e e ,  que 
e s t a r f a n  normalmente i n d u c i d o s  p o r  e l  6 c i d o  t r i s p 6 r i c o .  Los a u t o  -
res (46)  p o s t u l a n  que e l  AMPc j u n t o  con  e l  6 c i d o  t r i s p 6 r i c o  se- 
r f a n  10s r e s p o n s a b l e s  de  l a  fo rmac i6n  de c i g 6 f o r o s  en 8. t r i s p o r a .  
En Phycomyces b l a k e s l e e a n u s ,  se e n c o n t r a r o n  r e s u l t  a d o s  s i r n i l a r e s  
a  10s h a l l a d o s  p a r a  l a s  e s p e c i e s  de Mucor mencionadas a r r i b a  (47) -  
T a m b i h  s e  e n c o n t r 6  en  e s t a  e s p e c i e  que  s o n  n e c e s a r i o s  n i v e l e s  b g  
j o s  de AMPc p a r a  e l  d e s a r r o l l o  y l a  r e s p u e s t a  f o t o t r 6 p i c a  d e l  es-  
p o r a n g i 6 f o r o  (48) .  
111. 2 , B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s o n i i  
En e l  hongo acu&ic.o B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s p n i i ,  se han rela-  
c ionado  10s. cambios e n  l a s  concentracionesintracelulares de nu- 
c l e 6 t i d o s  c l c l i c o s  con l a  c i t o d i f e r e n c i a c i 6 n .  Se obse rv6  que l o b .  I 
n i v e l e s  de AMPc y EMPc cambian marcadamente d u ~ a n t e  e l  c i c l o  de 
v i d a  (49- 51). Los n i v e l e s  de  AMPc aumentan e n  forma t r a n s i e n t e  
d u r a n t e  l a  germinaci6n de l a a  z o o s p o r a s  y a l c a n z a n  s u  mgximo v= 
l o r  e n  e l  e s t a d l o  d e  zoospora  h i n c h a d a  (51); 10s n i v e l e s  a l t o s  
de  AMPc l u e g o  d e c l i n a n  y son mfnimos cuando l a s  c g l u l a s  emi ten  
10s t u b o s  g e r m i n a t i v o s ,  E l  t r a t a m i e n t o  de  l a s  z o o s p o r a s  con 
c i c l o h e x i m i d a  mant i ene  e l  AMPc e n  s u s  n i v e l e s  mgs a l t o s  y a  l a  
p o b l a c i 6 n  c e l u l a r  como c g l u l a s  h i n c h a d a s  (49 ,  51, 52). E s t o  in-  
d i c a r f a  que 10s p r i m e r o s  e s t a d f o s  de  l a  g e r r n i n a d n ,  son inde- 
p e n d i e n t e s  de s f n t e s i s  p r o t g i c a  c o n t r a r i a m e n t e  a  l o  que o c u r r e  
A-:. . 
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en  - Mucor. Recientemente  Maia :y' c o l .  , ,  (53) y B i l v e ~ m a n  ( 5 4 )  e n c o n t r g  
r o n  que l a  germinaci6n de l a s  z o o s p o r a s  de e s t a  e s p e c i e  puede 
s e r  i n d u c i d a  rap idamente  p o r  AMPc.y p o s t u l a r o n  que  e l  n u c l e d t i -  
do c f c l i c o  a c t u a r f a  como una se f l a l  p a r a .  l a  i n i c i a c i d n  de  10s 
p r o c e s o s  que conducen a  l a  ge rminac i6n  de l a s  zoosporas .  L o s  prim= 
r o s  a u t o r e s  seflalan que ,  dado que e s t e  p roceso  es te  acompaflado 
p o r  un e f l u j o  de c a l c i o  c e l u l a r ,  l a  g e n i n a c i d n  d e p e n d e r t a  de  
l a  c o r r e l a c i b n  e n t r e  l a  m o v i l i z a c i 6 n  i n t r a c e l u l a r  de c a l c i o  y  
10s n i v e l e s  de AMPc ya  que un i o n b f o r o  de c a l c i o  (A231871 per se 
no i n d u c e  l a  ge rminac ibn ,  p e r 0  e l  p r o c e s o  puede desencadenarse  
cuando se aflade a  l a 5  z o o s p o r a s  e l  i o n 6 f o r o  y  c o n c e n t r a c i o n e s  
subbpt imas  de  AMPc. 
111. 3. Neurospora c r a s s a  
Los t r a b a j o s  m6s i m p o r t a n t e s  e n  c u a n t o  a  l a  p a r t i c i p a c i 6 n  
d e l  AMPc e n  l a  mor fog6nes i s  de  Neurospora c r a e s a  co r responden  a  
10s g r u p o s  de S c o t t  (55, 56) y de  T o r r e s  (57, 58). E l  p r imer  g r g  
po de t r a b a j o , u t i l i z a n d o  l a  mutan te  c o l o n i a l  (fr) de N. c r s s s a ,  
que t i e n e  d i s m i n u i d o s  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de  AMPc, l o g r 6  
r e s t a u r a r  l a  m o r f o l o g f a  s a l v a j e  b a j o  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o  que 
hac fan  .aumentar 10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de  AMPc (56). E s t o s  
'1- C 
mismos a u t o r e s  (551, u t i l i z a n d o  l a  cepa  s a l v a j e  f u e r o n  c a p a c e e , . r  
- - A 
de p r o d u c i r  f e n o c o p i a s  de m u t a n t e s  m o r f o l 6 g i c a s  c o l o n i a l e s  adi -  
cionando a1 medio de cu l t ivo  austancias que hacfan d i s m i n u i ~  l a  
concentrsci6n i n t r ace lu l a r  d e l  nucle6tido cfcl ico.  
Para di lucidar  e l  papel desempeflado por e l  AMPc en l a  morfl 
genesis de N, crasea Torres y colaboradores, tmnbien trabajaron 
con cepas mutantes de l  hongo, La mutante c r i sp  (cr-1) t i e n e  un 
fenotipo colonial  ya que no produce h i f a s  aereae y presenta abul  
dante producci6n de conidios. Estos autoree demostraron que 10s 
niveles de AMPc en e s t a  mutante son 10-20 veces menores que 10s 
de l a  cepa sa lvaje  (571, y encohtraron que l a  adicibn de AMPc o 
de s u  B t 2  derivado a1 medio de cu l t ivo  de l a  mutante cr-1 re- 
v i e r t e  l a  morfologfa produciendo una fenocopia de l a  cepa salva- 
je  (58). be e s to s  resu l tados  eurge l a  importancia del  AMPc coma 
determinante de l a  morf ologla de Neurospora, aunque aGn no se  co 
- 
note e l  modo preciso de acci6n por e l  cual e l  AMPc e je rce  su 
I 
asci6n morfogenet ica ,  
111, 4mDictyostelium discoideum 
Dictyostelium discoideum posee un c i c l o  de vida, con una f a se  
vegetativa unicelular  ameboide y un cuerpo f ruc t f f e ro  multicelu- 
l a r ,  Cuando ae agotan 10s nutr ientea  del  medio, l a s  amebas for-  
man agregados que luego se diferencian en una masa de esporas 8 ,  
bre un pi6  celul6s ico (sorocarpo) (59). La agregaci6n se produce 
por quimiotaxis y l a  senel  quimiot6ctica natura l  e s  e l  AMPc 
I.. . - 
- - 
( a c r a s i n a )  (601, En l a s  p r i m e r a s  h o r a s  de ayuno, en rnedio s 6 l i -  
do o  l f q u i d o ,  una s e c u e n c i a  de e v e n t o s  c a r a c t e r f s t i c o s  conduce 
a  l a  a g r e g a c i 6 n  de  l a s  amebas; prirnero d e s a r r o l l a n  l a  h a b i l i d a d  
- de r e s p o n d e r  a  p u l s o s  de  s e f i a l e s  de AMPc y  l u e g o  son c a p a c e s  de 
e m i t i r  l a  sefial  p o r  s f n t e s i s  y  l i b e r a c i 6 n  o s c i l a t o r i a  de  AMPc 
(61). Por  rnedio de  una  serie comple ja  de movirnientos morfogen6- 
t i c o s  e l  agregado c e l u l a r  forma un s e ~ d o ~ l a s r n o d i o ,  conocido 
como e s t a d t o  nbabosal l ,  que puede d e s p l a z a r s e  por. e l  rnedio y  que 
l u e g o  d e s a r r o l l a  e l  s o r o c a r p o  cu lminan te ,  En este  Gltirno e s t a -  
d f o  l a s  f u t u r a s  c 6 l u l a s  d e l  p i 6  son a p i c a l e s  y  l a s  f u t u r a s  es- 
p o r a s ,  b a s a l e s .  L a s  c 6 l u l a s  d e l  p i 6  migran  h a c i a  a b a j o  a  t r a v 6 s  
de l a s  e s p o r a s  d e j a n d o  a  e s t a s  e n  p o s i c i 6 n  a p i c a l  en  e l  s o r o c a 2  
po maduro. En l a s  e t a p a s  de  fo rmac i6n  d e l  c u e r p o  f r u c t f f e r o  t a z  
b i6n  i n t e r v i e n e  e l  AMPc,  sf cuando l a s  amebas se incuban e n  a k  
t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  AMPc forman c 6 l u l a s  d e l . t i p o  de  l a s  d e l  
p i 6  (62). Tambi6n l a s  p o r c i o n e s  a n t e r i o r e s  de un seudoplasmodio 
en  movirniento, que d a r h  o r i g e n  a 1  p i e ,  comple tan  s u  d e s a r r o l l o  
en  p r e s e n c i a  de a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  .AMPc e x t r a c e l u l a r ,  mien - 
t r a s  que l a s  que d a r k  o r i g e n  a  l a s  e s p o r a s ,  degeneran (63) -  
Ademgs s e  v i 6  que una f u e n t e  de AMPc i m p l a n t a d a  en  e l  s e u d o p l a ~  
rnodfo i n d u c e  en  s u  a d y a c e n c i a  g r u p o s  de  t1c61ulas  p i 6 "  (64). Es- 
t o s  h a l l a z g o s  dan c u e n t a  de l a  i m p o r t a n c i a  d e l  AMPc en  l a  d i f e -  
r e n c i a c i 6 n  c e l u l a r  de  D i c t y o s t e l i u m .  
111. 5 ~ 0 t r o s  honqos 
Se ha  e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  d e l  AMPc en e l  proceso  de d i f e r e z  
c i a c i 6 n  e n  o t r o s  hongos. En Bas id iomyce tes  coma Copr inus  
macrorh izus  e l  AMPc i n d u c e  l a  f o r m a c i 6 n  de  b a s i d i o c a r p o s  (65). 
En Schizophyllum commune se e n c o n t r 6  que. e l  AMPc ad ic ionado  a 1  
media de  c u l t i v o  de  l a  c e p a  s a l v a j e  p roduce  una f e n o c o p i a  d e l  
f e n o t i p o  mutante  I1bset1 ( b u g ' s  e a r )  que c a r e c e  de l a m i n i l l a s  (66). 
Se obse rv6 ,  adembs, que e s t a  c e p a  mutan te  p o s e f a  a l t o s  n i v e l e s  
end6genos de AMPc d u r a n t e  t o d o  e l  d c l o  de  v i d a ,  m i e n t r a s  que  
en  l a  cepa  s a l v a j e  s o l o  se producen d u r a n t e  l a  formaci6n d e  10s 
c u e r p o s  f r u c t i f e r o s  (67). Aparentemente  de e s t o s  r e s u l t a d o s  po- 
d r f a  c o n c l u i r s e  que e n  B a s i d i o m y c e t e s  10s n i v e l e s  de AMPc son  
d e t e r m i n a n t e s  en  l a  f o r m a c i b n  d e l  b a s i d i o c a r p o .  
En e l  hongo i m p e r f e c t 0  A s p e r g i l l u s  n i q e r  el'AMPc e s t i m u l a  
l a  v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  cuando se a g r e g a  e l  n u c l e 6 t i d o  c f -  
c l i c o  a  un c u l t i v o  d e l  hongo c r e c i e n d o  e n  b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  
de c i n c  y  e n  10s p r i m e r o s  e s t a d f o s  d e l  p r o c e s o  de f e r m e n t a c i 6 n  
m6s t a r d e  e n  e l  c i c l o  c e l u l a r  l a  r e s p u e s t a  d e l  m i c e l i o  a 1  AMPc 
cambia y  e l  n u c l e 6 f i d o  i n h i b e  e l  c r e c i m i e n t o  ( r e s p u e s t a  b i p o l a r ) ,  
p a r  l o  t a n t o  e l  AMPc e s t i m u l a  l a  t a l d g 6 n e s i s  en  l a  f a s e  de cre- 
c i m i e n t o  (donde no se o b s e r v a  p r o d u c c i b n  de  c i t r a t o )  y  l a   acid^ 
g e n e s i s  e n  l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  (68). 
111. 6.Alqas,musqos y p r o t o z o a r i o s  
Se ha  v i s t o  que e l  AMPc a f e c t a  l a  morfog6nes ie  en  a l g a e ;  a s f  
e n  A c e t a b u l a r i a  m e d i t e r r a n e a  se obeervb  que e l  AMPc enddgeno es  
a l t o  en  10s t a l o s  pequeflos y d e c r e c e  d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o  de 10s 
- . . 
mismos,permaneciendo a  b a d o s  n i v e l e s  h a s t a  l a  d i f e r e n c i a c i 6 n  d e l  
sombrero y aumentando d u r a n t e  l a  d i f e r e n c i a c i b n  de  6 s t e  (69). En 
Chlamydomonas r e i n h a r d t i i  e l  AMPc e s t a r f a  i n v o l u c r a d o  en e l  fun- 
c ionamien to  y r e g e n e r a c i 6 n  de 10s f l a g e l o s  (70). 
En e l  musgo F u n a r i a  h y q r o m e t r i c a  e l  AMPc a c e l e r a  e l  d e s a r r o l l o  
d e l  cloronema p e r 0  no d e l  caulonema (71).  En e l  p r o t o z o a r i o  
Trypanosoma l e w i s i ,  p a r h i t o  d e  l a  s a n g r e  de  r a t a s ,  l a  a b l a s t i n a ,  
que es  un a n t i c u e r p o  p r o d u c i d o  p o r  d hospedan te ,  produce  e l  pa- 
s a j e  de  l a  forma r e p r o d u c t i v a . d e 1  p a r e s f t o  a  l a  forma no r e p r o d u g  
t i v a ;  se ha observado que . l a  ~ b l e d t i n a  p roduce  un aumento e n  10s 
n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  d e l  AMPc e n  l a s  c 6 l u l a a  d e l  p a r g s i t o  (72). 
I V ,  AMPc EN EUCARIONTES SUPERIORES 
En 1957,  R a l l ,  B e r t h e t  y S u t h e r l a n d  (73)  d e s c u b r i e r o n  que l a  
a c c i 6 n  a c t i v a d o r a  de  l a  e p i n e f r i n a  y d e l  g lucagbn  s o b r e  l a  f o s f g  
r i l a s a  de  h igado,  una de l a  enz imas  r e s p o n s a b l e s  de  l a  degrada- 
c i b n  d e l  g lucbgeno,  p o d l a  ser mimicada p o r  un compuesto t e r m o e g  
t a b l e  que r e s u l t 6  ser e l  AMPc, $ .  
La e s t r u c t u r a  de es te  compuesto f u e  
Markham (74)- A p a r t i r  de  e n t o n c e s  s e  han i d o  d e s c r i b i e n d o  nume- 
r o s o s  e f e c t o s  de e s t e  n u c l e 6 t i d o  c i c l i c o  s o b r e  t o d o s  10s n i v e l e e  
de  o r g a n i z a c i b n  c e l u l a r ,  desde  un 6 rgano  a i s l a d o  h a s t a  una enz i -  
ma p u r i f  i c a d a ,  
E l  grupo de S u t h e r l a n d  (75) l e  a s i g n 6  a 1  AMPc e l  p a p e l  de 
segundo mensajero.  E l  p r i m e r  mensa je ro  s e r f a n  l a s  d i f e r e n t e s  hor- 
monas e n c a r g a d a s  de  l l e v a r  l a  i n f o r m a c i b n  desde  e l  t e j i d o  donde 
s e  producen h a s t a  l a  c e l u l a  receptors y e l  segundo meneajero t r a n g  
f e r i r f a  e s a  in fo rmac ibn  a  l a  m a q u i n a r i a  c e l u l a r .  La mayarfa de l a s  
hormonas p e p t f d i c a s ,  l a s  c a t e c o l a m i n a s  y l a s  p r o s t  a g l a n d i n a s  pro- 
ducen una m o d i f i c a c i b n  de  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMPc en1) 
l a s  c t5 lu las  r e c e p t o r a s .  EI. p r i m e r  p e s o  e n  este p roceso  es  l a  uni6n 
- 
*de l a  hormona a  un r e c e p t o r  e s p e c i f i c o  e n  l a  s u p e r f i c i e  e x t e r n a  de  
l a  membrana p l a s m g t i c a ;  coma c o n s e c u e n c i a  de  e s t a  unihn,  se p r o d 2  
c e  l a  a c t i v a c i b n  de l a  enzima a d e n i l a t o  c i c l a s a  que c a t a l i z a  l a  
s f n t e s i s  de AMPc a  p a r t i r  de ATP y  p o r  c o n s i g u i e n t e  un aumenta , 
-- 
e n  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMPc en  r e s p u e s t a  a  l a  hormona 
V. MECANISMO DE ACCION DEL AMPc EN EUCARIONTES SUPERIORES 
&Cu& e s  e l  mecanismo p o r  e l  c u a l  e l  AMPc produce  e f e c t o s  t a n  
d i v e r s o s  e n  10s d i f e r e n t e s  t e j i d o s  e n  r e s p u e s t a  a  10s e s t f m u l o s  
hormonales?. 
En 1968  y 1969 s e  d e s c r i b i 6  (76-80) un grupo de enz imas  l l a -  
madas q u i n a s a s  de p r o t e i n a s ,  que c a t a l i z a n  l a  f o s f o r i l a c i 6 n  de 
d i v e r s o s  s u s t r a t o s  p r o t k i c o s  t a l e s  carno p ro tamina ,  c a s e f n a ,  h i s -  
t u n a ,  etc. y cuya a c t i v i d a d  e s  d e p e n d i e n t e  de l a  p r e s e n c i a  de 
AMPc. P r o n t o  s e  v i 6  que e s t a s  enz imas  e s t a b a n  ampliamente d i s t r h  
b u i d a s  e n  10s organismos e u c a r i o n t e s ,  ' 
P r e c i s a m e n t e  l a  u n i v e r s a l i d a d  de su  d i s t r i b u c i h n  l l e v 6  a  Huo 
y Greengard  en  1969 (81) a  p roponer  que e l l a s  s e r f a n  l a s  media- 
d o r a s  d e  l a s  d i v e r s a s  a c c i o n e s  d e l  AMPc en 10s d i s t i n t o s  t e j i d o s ,  
E s t a  h i p 6 t e s i s  l l e v a  i r n p l f c i t a  l a  i d e a  de que l a s  q u i n a s a s  de 
1 ,  p r o t e i n a s  de t o d o s  10s s i s t e m a s  pueden a c t u a r  s o b r e  m d l t i p l e s  
. - 
s u s t r a t o s .  
La d i s t r i b u c i 6 n  de l a s  q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  e n  10s d i s t i n t o s  
t e j i d o s  s e  de te rmin6  u t i l i z a n d o  h i s t o n a ,  c a s e f  n a  o  p ro tamina  como 
s u s t r a t o s  p r o t e i c o s  exfigenus, E s t o s  s u s t r a t o s  r e s u l t a r o n  s e r  una 
h e r r a m i e n t a  rnuy d t i l  p a r a  e l  e s t u d i o  de  l a s  q u i n a s a s  de prate:- 
n a s  s i n  e n t r a r  a  i n v e s t i g a r  l a  i m p o r t a n c i a  f i s i o l b g i c a  de l a  f o s  
f o r i l a c i 6 n  de 10s mismos. 
Hrebs  propuso e n  1973  (82)  un condunto  de c r i t e r i o s  que de-/<.? 
b f a n  ser s a t i s f e c h o s  p a r a  p o d e r  d e c i d i r  si un e f e c t o  p a r t i c u l a r  
d e l  AMPc e r a  rnediada p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  p r o t e i c a  o  no. E s t o s  c r i  
t e r i o s  son  en  c i e r t o  modo a n h l o g o s  a  10s p r o p u e s t o s  p o r  Robison, 
Bu tcher  y S u t h e r l a n d  (75)  p a r a  d e c i d i r  si un c i e r t o  e f e c t o  hormg 
n a l  e s t B  mediado p o r  e l  AMPc. Los  c r i t e r i o s  de. Hrebs son 10s s ,  
g u i e n t e s :  
1.- E l  t i p 0  de c 6 l u l a  i n v o l u c r a d a  en  e l  e f e c t o  d e l  AMPc c o ~  
t i e n e  una q u i n a s a  de p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de AMPc. 
2.- E x i s t e  un s u s t r a t o  p r o t e i c o  que' t i e n e  una r e l a c i b n  fun- 
c i o n a l  con e l  p roceso  mediado p o r  AMPc. 
3.- La f o s f o r i l a c i 6 n  d e l  s u s t r a t o  a l t e r a  su  f u n c i b n  i n  v i t r o .  
4.- E l  s u s t r a t o  p r o t e i c o  s e  m o d i f i c a  i n  v i v o  en  r e s p u e s t a  a 1  
AMPc. 
5.- E x i s t e  una f o s f  a t a s a  de f o s f o p r o t e f n a  p a r a  r e v e r t i r  e l  
proceso .  
E l  p r i m e r  c r i t e r i o  p a r e c e  ser u n i v e r s a l m e n t e  s a t i s f e c h o  en  
c h l u l a s  animales.  Hay t res  e f e c t o s  d e l  AMPc que hoy ya son c l 6 s L  
c o s ,  p a r a  10s c u a l e s  s e  cumplen t o d o s  e s t o s  c r i t e r i o s :  1) ace le -  
f a c i 6 n  de La g l u c o g e n o l i s i s ,  p r o c e s o  en  e l  c u a l  ya s e  ha demost rg  
do l a  cadena de f o s f o r i l a c i o n e s  que l l e v a n  a  l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  
g luc6geno f o s f o r i l a s a  (83, 8 4 ) ;  2 )  r e d u c c i b n  de l a  s f n t e s i s  de 
g luc6gen0,  p o r  i n a c t i v a c i b n  de  l a  g luc6geno s i n t e t a s a  (85-87); 
3) aumento de l a  l i p 6 l i s i s  en  t e j i d o  a d i p o s o  p o r  a c t i v a c i 6 n  de 
l a  l i p a s a  (88-90). 
Se ha demostrado que e s t o s  e f e c t o s  p r i m a r i o s  d e l  AMPc son m6a , 
complejos.  Por  e jemplo ,  e l  aumento de  l a  l i p 6 l i s i s  en  t e j i d o  adi -  
poso no es t6  mediado unicamente p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  de l a  l i p a s a ,  
s i n o  que tambien son  c a p a c e s  de s e r  r e g u l a d a s  de  l a  misma mane- 
r a  o t r a s  enz imas  que  i n t e r v i e n e n  en  e s t e  p roceso ,  t a l e s  como l a  
a c e t i l  CoA-carboxi lasa  (911, l a  g l i c e r o f o s f a t o  a c i l  t r a n s f e r a s a  
(921,  c o l e s t e r o l  ester h i d r o l a s a  e h i d r o l a s a s  de d i  y mono g l i -  
c h r i d o s  (93). 
V I .  FOSFORILACION - DESFOSFORILACION DE PROTEINAS 
V I .  1 , M o d i f i c a c i o n e s  c o v a l e n t e s  de p r o t e l n a s  
E l  r e c o n o c i m i e n t o  de l a  m o d i f i c a c i 6 n  c o v a l e n t e  y  r e v e r s i b l e  
de p r o t e l n a s ,  como un p r o c e s o  r e g u l a t o r i o  muy i m p o r t a n t e ,  f u e  
e l  r e s u l t a d o  d e  v a r i o s  t r a b a j o s  s o b r e  e l  metabolismo d e l  gluc6- 
geno r e a l i z a d o s  hace  un c u a r t o  de s i g l o  (94,951. A s 1  s e  demos- 
t r 6  que l a  enzima gluc6geno f o s f o r i l a s a  puede e x i s t i r  en  d o s  
f o r m a s  i n t e r c o n v e r t i b l e s  y  de d i s t i n t a  a c t i v i d a d ,  una forma fo= 
f o r i l a d a  y  o t r a  d e s f o s f o r i l a d a .  A p a r t i r  de e s t e  p r i m e r  ejempfo 
s e  hen i d o  d e s c r i b i e n d o  o t r a s  muchas m o d i f i c a c i o n e s  c o v a l e n t e s  
r e v e r s i b l e s  de protelna*.Se ha e s t i m a d o  que  l a s  p r o t e i n a s  s u f r e n  
a 1  menos 1 2 5  m o d i f i c a c i o n e s  c o v a l e n t e s  p o s t - t r a d u c c i o n a l e s  que 
i n v o l u c r a n  r e a c c i o n e s  que o r i g i n a n  d e r i v a d o s  de 10s r e s i d u o s  amL 
no6c idos  i n d i v i d u a l e s  p o r  formaci6n de  e n l a c e s  c o v a l e n t e s  (96). 
No o b s t a n t e ,  d e n t r o  de e s t e  amplio e s p e c t r o  de r e a c c i o n e s  de 
rnod i f i cac ibn ,  a610 se pueden i d e n t i f i c a r  c i n c o  o  s e i s  t i p o s  de 
r n o d i f i c a c i o n e s  c o v a l e n t e s  y r e v e r s i b l e s  de  p r o t e l n a s  en c o n d i c i g  
n e s  f i s i o l b g i c a s :  1. fosforilacibn-desfosforilacibn; 2. a c e t i l a -  
c i b n - d e s a c e t i l a c i b n  (97)  ; 3. adenililacibn-desadenililecibn (98) ; 
4. uridililacibn-desuridililacibn (99) ;  5.  rne t i lac ibn-desmet i la -  
c i b n  (100) y 6. i n t e r c o n v e r s i o n e s  S-S - SH. . (101). 
L a s  r n o d i f i c a c i o n e s  c o v a l e n t e s  r e v e r s i b l e s  se c o n s i d e r a n  de 
n a t u r a l e z a  r e g u l a t o r i a .  Nos r e f e r i r e m o s  e s p e c f f i c a r n e n t e  a  l a s  
r e a c c i o n e s  de fosforilacibn-desfosforilacibn. . -1 3 . 1 .  
V I .  2 . F o s f o r i l a c i b n  y d e s f o s f o r i l a c i b n  de  enzirnas 
E l  rnecanisrno de  fosforilacibn-desfosforilacibn de  enzirnas 
no d i f i e r e  de c u a l q u i e r  r e a c c i b n  r e v e r s i b l e  de f o s f o r i l a c i 6 n -  
d e s f o s f o r i l a c i d n  de p ro te .hab  no e n z i r n g t i c a s  en  l a s  c u a l e s  in-  
t e r v i e n e n  q u i n a s a  de p r o t e i n a s  y f o s f a t a s a s  de f ~ s f o ~ r o t e f n a s ,  
y puede esquerna t i za r se  corno s e  ve  e n  l a  f i g . 3 .  
P a r a  que l a s  r e a c c i o n e s  de fosforilacibn-desfosforilacibn 
- 
t e n g a n  una f u n c i 6 n  r e g u l a t o r i a ,  e s  e v i d e n t e  que s e f i a l e s  apfa- 
p i a d a s  deben p r o d u c i r  cambios en  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  r e l a t i v a s  
de l a s  forrnas f o s f o r i l a d a s  y no f o s f o r i l a d a s  d e l  s u s t r a t o  pro- 
t B i c o ,  Del esquerna a n t e r i o r  s u r g e  que  e s t o  puede o c u r r i r  a  trg 
v g s  d e l  c o n t r o l  d e l  paso  en  donde i n t e r v i e n e n  l a s  q u i n a s a s  de 
p r o t e i n a s  o  a q u e l  e n  e l  que i n t e r v i e n e n  l a s  f o s f a t a s a s  de f o s f g  
Proteina Proteins- Fosfato 
Fosfoproteha 
F i q u r a  3: Mecanismo d e  f o s f  o r i l a c i 6 n - d e s f o s f  o r i l a c i 6 n  de  p r o t e f n a s .  
En g e n e r a l  NTP e s  ATP. 
p r o t e f n a s  o  a  t r a v 6 s  de l a  r e g u l a c i b n  s i m u l t e n e a  de ambas r e a c c i g  
nes. E s t o s  c o n t r o l e s  pueden i n v o l u c r a r  r e s p u e s t a s  r e p i d a s  e inme- 
d i a t a s ,  como puede o c u r r i r  debido a  f l u c t u a c i o n e s  e n  10s n i v e l e s  
de l a s  mol6cu las  e f e c t o r a s ;  q puede e s t a r  mediada p o r  cambios 
a d a p t a t i v o s  que a l t e r e n  l a  r e l a c i 6 n  q u i n a s a  de p r o t e l n a / f o s f a t a s a  
de f o s f o p r o t e f n a  d e n t r o  de l a  c 6 l u l a .  
Hrebs  y Beavo (101) proppnen 10s c r i t e r i o s  que deben s a t i s f a -  
c e r s e  p a r a  e s t  a b l e c e r  si e l  p roceso  de f osf o r i l a c i 6 n - d e s f  o s f o r i l g  
c i 6 n  de una enzima es  f i s i o l 6 g i c a m e n t e  r e l e v a n t e  : 
1.- ~ e m o s t r a c i 6 n  i n  v i t r o  que l a  enzima puede s e r  f o s f o r i l a -  
' 
,L . 
e a t 6  r e g u l a d a  p a r  f o s f  o r i l a c i 6 n - d e s f  o s f o r i l a c i b n .  
d a  e s t e q u i o m e t r i c a m e n t e  a  v e l o c i d a d e a  ~ i ~ n i f i c a t i v a ; ,  e n b . .  J?< ., + - 
una r e a c c i 6 n  c a t a l i z a d a  p a r  una q u i n a s a  de p r a t e h a  a ~ - ,  
p i a d a  y  d e s f o s f o r i l a d a  p o r  una- f o s f a t a s a  de fos fopro te$na .  r I ., i..'- - 
, ,<- FL 
2.- Demostraci6n de que l a s  p r a p i e d a d e s  f u n c i o n a l e s  de l a  en- ;-.,+ . I  . 
- .  
zima e u f r e n  cambios  s i g n i f i c a t i v o s  que s e  c o r r e l a c i o n a n  - - -  
- ' ?  fm 
con  e l  g r a d o  de f o s f o r i l a c i b n .  - . - - .  
' -r; 3.- Demostraci6n de  que  l a  enzima puede ser f o s f o r f l a d a  y d e z  
. . I 
. '18: 
f o s f o r i l a d a  i n  v i v a  o  e n  un s i s t e m a  de c e l u l a s  i n t a c t a s  ; , I ~ - I  
4 '1 
con 10s cambios  f u n c i o n a l e s  acompafiantes. 
4.- C o r r e l a c i b n  e n t r e  10s n i v e l e s  c e l u l a r e s  de 10s e f e c t o r e s  
d e  l a  q u i n a s a  de p r o t e i n a  y/o f o s f a t a s a  de f o s f o p r o t e i n a  L 
+ 2 
y  e l  g r a d o  de  f o s f o r i l a c i 6 n  de l a  enzima, 
. 1 :  
I, 
- 
En l a  Tab la  1 s e  e n c u e n t r a  una l i s t a  d e  enz imas  cuya  a c t i v i d a d  . 
+ * 
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La r e a c c i 6 n  de f o s f o r i l a c i b n  r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  de un m e t a l  a 
d i v a l e n t e ,  genera lmen te  M ~ ' *  q ~n". 
TABLA 1 
Enzirnas cuya  a c t i v i d a d  est6 r e q u l a d a  p o r  f oaf  o r i l ac i f in -des f  osfo-  
-I C 
r i l a c i f i n  (101). C 
I '  - 
F o s f o r i l a s a  de  g luc6geno 
Fosf o r i l a s a  q u i n a s a  
S i n t e t a s a  de glucfigeno 
L i p a s a  s e n s i b l e  a  horrnonas 
F r u c t o s a  1 , 6  d i f o s f  a t a s a  
P i r u v a t o  d e s h i d r o g e n a s a  
H i d r o x i m e t i l g l u t a r i l  CoA r e d u c t a s a  
Acetil CoA c a r b o x i l a s a  
ARN p o l i m e r a s a  d e p e n d i e n t e  de ADN 
P i r u v a t o  q u i n a s a  (h fgado)  
C o l e s t e r o l  6ster h i d r o l a s a  
Subunidad R de  l a  q u i n a s a  de  p r o t e f n a  
d e p e n d i e n t e  d e  AMPc d e l  t i p o  I1 
RRO en e l  que se inform6 
T r a n s c r i p t a s a  r e v e r s a  
Fos fo f  r u c t o q u i n a s a  (h fgado)  
T i r o s i n a  h i d r o x i l a s a  
I n h i b i d o r  1 de  l a  f o s f o r i l a s a  f o s f a t a s a  
F e n i l a l a n i n a  h i d r o x i l a s a  
Quinasa d e l  f a c t o r  de  i n i c i a c i 6 n  F2 
T r i p t o f  ano h i d r o x i l a s a  
Quinasa  de p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de GMPc 
G l u t m a t o  d e s h i d r o g e n a s a  d e p e n d i e n t e  de 
NAD ( l e v a d u r a s )  
G l i c e r o l f o s f a t o  a c i l t r a n s f e r a s a  
La mayorfa d= l a s  q u i n a s a s  de p r o t e l n a s  Puncionan con R T ~ "  
bunque a l g u n a s  pueden u t i l i z a r  GTP (102,103). La f o s f o r i l a c i 6 n  
o c u r r e  p r i n c i p a l m e n t e  s o b r e  e l  grupo h i d r o x i l o  d e  l a  s e r i n a  de 
l a  p r o t e f  n a  s u s t r a t o  y e n  mucho menor g rado  s o b r e  e l  h i d r o x i l o  
de l a  t r e o n i n a ,  aunque a l g u n a s  q u i n a 9 a ~ " e s p e c f f i c a s  pueden t r a n s  -
f e r i r  e l  f o s f a t o  a  h i s t i d i n a ,  l i s i n a  o  t i r o s i n a  (104,105). 
V I .  4 . C l a s i f i c a c i 6 n  de  l a s  q u i n a s a s  de p r o t e t n a s  
Se puede t e n e r  un esquema de c l a s i f i c a c i 6 n  de  l a s  q u i n a s a s  
de p r o t e i n a s  basada  e n  10s a g e n t e s  que i n t e r a c t G a n  directamen- 
t e  y r e g u l a n  l a  a c t i v i d a d  de e s t a s  enzimas,  y que tamhien s i r v e n  
como m e n s a j e r o s  e n  l a  t r a n s m i s i 6 n  de s e n a l e s  desde  e l  e x t e r i o r  
de l a  c f i lu la ,  Dicha c l a s i f i c a c i 6 n  tomada de  Krebs  y Beavo (101) 
s e  e n c u e n t r a  e n  l a  Tab la  2. 
TABLA 2 
C l a s i f i c a c i 6 n  de  l a s  q u i n a s a s '  de p r o t e f n a s  b a s a d a  en  s u  requ la -  
c i 6 n  p o r  a q e n t e s  e s p e c f f i c o s ,  
C a t e q o r f a  Nombre 
Q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  depen -
d i e n t e s  de AMPc 
Q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  depen -
d i e n t e s  de GMPc 
E n t i d a d e s  r e c o n o c i d a s  
Tipo I y Tipo I1 ( a >  
una e n t i d a d  conoc ida  
Q u i n a s a s  de  p r o t e l n a s  depen  q u i n a s a s  de f o s f o r i l a s a  
d i e n t e s  de ~ a 2 +  y  q u i n a s a  de l a  cadena 
. l i v i a n a  de l a  m i o s i n a  
q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  depen 
d i e n t e s  de ARN de d o b l e  caxena una e n t i d a d  conoc ida  
5 Q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  s i n  mo numerosos egemplos co- 
- d u l a d o r  conocido n o c i d o s  
( a )  Los d o s  t i p o s  de q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMPc 
d i f i e r e n  e n  l a  n a t u r a l e z a  de s u s  subun idades  r e g u l a t o r i a s  p= 
r o  t i e n e n  s u b u n i d a d e s  c a t a l f t i c a s  i d 6 n t i c a s  (106-107). 
V I .  5.Quinasas  de  p r o t e l n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMPc 
En 1970 s e  d i l u c i d b  en  v a r i o s  laboratories, e n  forrna i n d e p e 2  
d i e n t e ,  e l  mecanismo de  a c t i v a c i 6 n  de i a s  q u i n a s a s  d e p e n d i e n t e s  
de AMPc ( 1 0 8 - I l l ) ,  l u e g o  de d e s c u b r i r  que e s t e  t i p a  d e  enzimas 
e s t a b a n  f orrnadas p a r  d a s  t i p o s  de s u b u n i d a d e s : c a t a l f t i c a s  (C)  , 
que c a t a l i z a n  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e l  f o s f a t o  $ d e l  ATP a  c i e r t a s  
p r o t e f n a s ,  y s u b u n i d a d e s  r e g u l a t o r i a s  ( R ) ,  que en a u s e n c i a  de 
AMPc i n h i b e n  l a  a c t i v i d a d  de  l a  subunidad C. E l  AMPc a c t i v a  a  e= 
t a s  p r o t e f n a s  provocando l a  d i s o c i a c i 6 n  de l a  holoenzima i n a c t i -  
va (R2C2) e n  un dfmero de l a  subun idad  r e g u l a t o r i a  (R2)  y d o s  
subun idades  c a t a l l t i c a s  l i b r e s  a c t i v a s  (2C) (112,113). E s t u d i o s  
r e c i e n t e s  (114,115)  i n d i c a n  que  se unen 2  moles  de AMPc p o r  mo- 
nbmero de  subun idad  R ,  segfin l a  ecuac i6n :  
R2C2 + 4  AMPc R2.AMPc4 + PC 
La a c t i v a c i b n  pudo p r o c e d e r  par d o s  r u t a s  mecan$st icamente 
d i f e r e n t e s  (116):  
1. E l  RMPc puede e j e r c e r  s u  e f e c t o  p a r  unidn a 1  dfmero R 2  y 
d e s p l a z a r  un e q u i l i b r i o  p r e x i s t e n t e  e n t r e  l a  holoenzima y s u s  
subun idades  h a c i a  l a  fo rmac i6n  de  C a c t i v a ,  segGn l a  ecuac i6n :  
R2C2 R 2  + 2C 
I 4 AMPc R2. 4 AMPc 
2. E l  AMPc puede u n i r s e  a  l a  holoenzima formando un comp3ejo , 
t e r n a r i o  que l u e g o  se d i s o c i a r f a  en  s u s  subun idades  componentes : .$ - 
R2C2 + 4  AMPc + R2C2.AMPc4 d R 2 . A M P c 4  + 2C 
Las  e v i d e n c i a s  c i n h t i c a s  de l a  e x i s t e n c i a  de un complejo te; 
n a r i o  e n  e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,  corno un paso  ' o b l i g a t o r i o  en  e l  
. . 
' 1  
p r o c e s o  de d i s o c i a c i 6 n  (117,119) f a v o r e c e n  l a  segunda h i p b t e s i s .  
E s t e  complejo t e r n a r i o  h a  s i d o  a i s l a d o  r e c i e n t e m e n t e  en  n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o  (120). 
Las  numerosas q u i n a s a s  de  p r o t e l n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMPc que I 
+ I 
han s i d o  c a r a c t e r i z a d a s ,  independ ien temente  de s u  o r i g e n ,  mues- 
t r a n  g r a n  s i m i l i t u d  con r e s p e c t o  a  p r o p i e d a d e s  que se r e l a c i o n a n  
aparen temente  con l a  f u n c i 6 n  b i o l b g i c a ,  t a l e s  corno a f i n i d a d  p o r  
e l  AMPc y  e s p e c i f i c i d a d  de s u s t r a t o .  Hay numerosos e j e m p l o s  en  
l a  l i t e r a t u r a  que  mues t ran  l a  semejanza  de d i f e r e n t e s  q u i n a s a s  
de p r o t e f n a s  (121,122).  En apoyo de  e s t a  a n a l o g f a  e s t h n  10s ex- 
p e r i m e n t ~ ~  e n  1 ~ s  que s e  demuest ra  l a  a c t i v i d a d  de l a  enzima 
de un t e j i d o  s o b r e  s u s t r a t o s  de o t r o s  t e j i d o s  y  o t r o s  e n  10s que 
s e  r e c o n s t i t u y e n  q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMPc u t k  
l i z a n d o  s u b u n i d a d e s  c a t a l f t i c a s  y  r e g u l a t o r i a s  de d i s t i n t o  o r i -  
gen (88,89,122). E s t a s  a n a l o g f a s  se hacen e x t e n s i v a s  aGn a  l a s  
I 
q u i n a s a s  de p r o t e l n a s  d e p e n d i e n t e s  de  AMPc f i rmemente  u n i d a s  Ci 
componentes s u b c e l u l a r e s  (123,125). 
Se p o d r f a  euponer que hay m G l t i p l e s  q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  
d e p e n d i e n t e s  de A ~ P C ,  cada  una con e a p e c i f i c i d a d  p a r a  un 6010 
s u s t r a t o  p r o t e i c o  y  con r e s p u e s t a  probsblemente  d i f e r e n c i a l  reg 
p e c t o  de  l a s  c o n c e n t r a c i o n e a  de AMPc. S i n  embargo, l a  e v i d e n c i e  
e x p e r i m e n t a l  i n d i c a  que no hay d i f e r e n c i a s  con s i g n i f i c a d o  fun- 
c i o n a l  e v i d e n t e  e n t r e  l a s  q u i n a s a s  de p r o t e f n a s  a i s l a d a s  de va- 
r i a s  f uentes .  
La mayorfa de l a s  q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  e s t u d i a d a e  t i e n e n  
un p e s o  molecu la r  que o s c i l e  e n t r e  140  y  190 K y un c o e f i c i e n t e  
de sed imentac ibn  e n t r e  6 , 8  y 7 s (126-129). LOB peeoe molecula-  
res de  l a  subunidad c a t a l f t i c a  (C)  y d e l  dimero de l a  subunidad 
r e g u l a t o r i a  (Rp) son  aproximadamente 40 y  110 K r e s p e c t i v a m e n t e  
(130) 
L a s  d i v e r s a s  q u i n a s a s  de p r o t e f n a s  depend ien tee  de AMPc ee  
d i s t i n g u e n  por  c r o m a t o g r a f l a  de  i n t e r c a m b i o  a n i 6 n i c o  y  cada  t= 
j i d o  t i e n e  una d i s t r i b u c i b n  c a r a c t e r l a t i c a  de l a s  mismas 
(106,107). Algunos t e j i d o s ,  como e l  c o r a z 6 n  bovino,  poseen una 
forma predominante  de  l a  enzima m i e n t r a s  que en o t r o s ,  como 
mGsculo e s q u e l e t i c o  p o r c i n o  y c e r e b r o  bovino,  apa recen  d o s  f o y  
mas e n z i m b t i c a s  (1311, 
Se puede a g r u p a r  a  c a s i  t o d a s  l a s  q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  
d e p e n d i e n t e s  de AMPc e n  d o s  c a t e g o r f a s  p r i n c i p a l e s ;  t i p o s  I y I1 
segfin e l  orden de  e l u c i 6 n  de  e e t a s  enzimae de una columna de i n -  
tercambio ani6nico (106,107). 
Las quinasas de protefnas  de t i po  I eluyen de una columna 
de DEAE-celulosa con 0,08-0,10 M de C l N s ,  mientras que l a s  de tL 
po I1 l o  hacen con concentraciones mayores de s a l  (0,15-0,20 MI. 
Las d i fe ren tes  propiedades de 10s dos t i p o s  de isoenzimas 
son a t r ibu ib les  a  d i fe renc ias  en e l  componente receptor de AMPc 
ya que l a  subunidad c a t a l f t i c a  de ambas parece se r  idgnt ica  
(107,129). 
Las d i fe renc ias  m6s notables en t re  ambos t i p o s  de quinasas 
de protefnas pueden resumirse de l a  s iguiente  manera: 
a) Las quinasas d e  pro'tefnas de t i p0  I1 sblo se disocian 
por AMPc, mientras que l a s  de t i p o  I l o  hacen por AMPc, . 
histona o  a l t a  concentraci6n s a l i na  (132). 
b) Las quinasas de protefnas t i p 0  I1 son de muy f 6 c i l  rea- 
sociaci6n. A 1  disminuir l a  concentraci6n del  agente d i -  
sociante (AMPc) se produce l a  recombinaci6n inmediata 
de l a s  subunidadee, a  no s e r  que haya en e l  medio ClNa 
0,5 M. Las subunidades de l a s  quinasas de protefna de 
t i p o  I pueden mantenerse disociadas aGn en ausencia de 
AMPc y ClNa (132). 
c)  Las quinasas de proteina de t i po  I y I1 se 'd i fe renc ian  
por l a s  propiedades de s u s  subunidades regula tor iae ,  l a s  
c u a l e s  pueden ser d i s t i n g u i d a s  inmunologicamente (133)- 
L a s  q u i n a s a s  de  p r o t e f n a s  de  co raz6n  bovino y p o r c i n o ,  
p r o t o t i p o  de l a s  enz imas  de  t i p 0  11, s e  a u t o f o a f o r i l a n  
(134). Se ha demostrado que l a  f o e f o r i l a c i 6 n  o c u r r e  en  
l a  subunidad r e g u l a t o r i a .  E s t a  f o s f o r i l a c i b n  aumenta l a  
s e n a i b i l i d a d  de l a  holoenzima a  l a  d i s o c i a c i 6 n  p o r  AMPc. 
L a s  q u i n a s a s  de p r o t e f n a  de t i p o  I si b i e n  no s e  auto-  
f o s f o r i l a n  par una r e a c c i 6 n  comparable  a  l a  de au to fos -  
f o r i l a c i 6 n  de l a  enzima de t i p a  I1 (1351,  pueden u n i r  2 
molficulas de RTP p o r  mol6cu la  de  enzima con muy a l t a  
a f i n i d a d ,  e s t a  uni6n de  ATP r e d u c e  l a  a f i n i d a d  de  l a  e n  
zima p o r  e l  AMPc, s i e n d o  e n t o n c e s  n e c e s a r i a . u n a  concen- 
t r a c i 6 n  mayor d e l  n u e l e 6 t i d o  c f c l i c o  p a r a  s u  d i s o c i a c i 6 n  
y  a c t i v a c i b n .  
V I .  6. Q u i n a s m d e  p r o t e s n a s  d e p e n d i e n t e e  de  AMPc en e u c a r i o n t e s  
i n f  e r i o r e s .  
A d i f e r e n c i a  de l o  que o c u r r e  e n  o rgan i smos  e u c a r i o n t e s  su- 
p e r i o r e s ,  e s  muy poca l a  i n f o r m a c i 6 n  que se t i e n e  s o b r e  l a  e s t r u ~  
t u r a  y  f u n c i 6 n  de l a s  q u i n a s a s  de p r o t e f n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMPc 
e n  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s .  Taka i  y c o l a b o r a d o r e s  (136) a i s l a r o n  y 
c a r a c t e r i z a r o n  una q u i n a s a  de  p r o t e f n a s  de Saccharomyces c e r e v i s i a e .  
La enzima posee  una e s t r u c t u r a  p o l i m & r i c a  s i m i l a r  a  l a  de l a s  enzL  
mas de  organismos s u p e r i o r e s ,  aunque es d e  menor peso  molecular.  
La subunidad c a t a l f t i c a  e s  capaz  de i n t e r a c t u a r  con  l a  subunidad 
r e . g u l a t o r i a  p u r i f i c a d a  de hfgado de r a t a  p a r a  former  una holoen- 
zima h f b r i d a .  
En Copr inus  rnacrorhizus  se e n c o n t r d  una a c t i v i d a d  de quina-  
2+ 
s a  de  p r o t e l n a  d e p e n d i e n t e  de AMPc e s t l m u l a b l e  p o r  i o n e s  Mg y  
Mn2+= La a c t i v i d a d  q u i n 6 s i c a  t o t a l  aumenta d u r a n t e  l a  formacidn 
de b a s i d i o c a r p o s  (137). En D i c t y o s t e l i u m  discoideum s e  encontra-  
r o n  d o s  t i p o s  de q u i n a s a s  de p r o t e f n a s  d e p e n d i e n t e a  de AMPc con 
p r o p i e d a d e s  c r o m a t o g r 6 f i c a s  s i m i l a r e s  a  l a s  enzimas  de t i p o  I y  
I1 de mamfferos (138). 
En B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s o n i i  Maia y  c o l a b o r a d o r e s  (139,140) 
d e s c r i b i e r o n  una q u i n a s a  de p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de AMPc s o l u b l e  
que se s e p a r a  de l a a  o t r a s  a c t i v i d a d e s  q u i n 6 s i c a s  en  columnas de 
DEAE-celulosa. 
En Neurospora c r a s s a  Powers y  P a l l  (141) y  T o r r e s  y colabo- 
r a d o r e s  (142) e n c o n t r a r o n  f o r m a s  m f i l t i p l e s  de q u i n a s a s  de p r o t e f -  
n a s  que s e  r e s u e l v e n  en columna de DEAE-celulosa. La enzima que 
e l u y e  a  menor f u e r z a  i 6 n i c a  r e s u l t 6  s e r  l a  f inica can  a c t i v i d a d  
d e p e n d i e n t e  de  ' AMPC. E s t e  d l  t imo  grupo de te rmind  10s parbmet ros  
m o l e c u l a r e s  de e s t a  enzima y  e n c o n t r d  que e s  una p r o t e 5 n a  de b a j o  
p e s o  m o l e c u l a r  (118 H) , cuya e s t r u c t  u r a  a e r f a  d i m b r i c a  y  no t e t r a -  
m 6 r i c a  (143). 
V I .  7. Q u i n a s a  de p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  d e  AMPc en  Mucor r o u x i i  
P a s s e r o n  y c o l s b o r a d o r e s  demos t ra ron  l a  e x i s t e n c i a  de una 
q u i n a s a  de p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de  AMP& e n  e x t r a c t o e  s o l u b l e s  de 
ambas m o r f o l o g i a s  d e l  hongo (144). E s t u d i a r o n  l a  e a t r u c t u r a  p o l i  
- 
m6r ica  de l a  enzima y l a s  c o n d i c i o n e s  n e c e s a r i a s  p a r a  s u  d i s o c i g  
c i d n  y r e a s o c i a c i d n  i n  v i t r o  (145,146).  La holoenzima pa rc ia lmen  
- 
t e  p u r i f i c a d a  s e r f a  un t e t r h m e r o  y t e n d r f a  un peso  molecu la r  apr; 
ximado d e  210 H y s e  d i s o c i a  p o r  l a  a c c i 6 n  c o n j u n t a  de AMPc e  h i s  
t u n a  D ClNa (146). Recientemente  demos t ra ron  que coma paso  o b l i ~  
t o r i o  e n  e l  mecanismo de a c t i v a c i 6 n  de  l a  holoenzima ee  forma un 
comple jo  t e r n a r i o  holoenzima-AMPc (120). 
V I .  8. F o s f a t a s a s  de f o s f o p r o t e f n a s  
L a s  r e a c c i o n e s  de f o s f o r i l a c i 6 n  de  enzimas  deben s e r  r e v e r  
s i b l e s  p a r a  que cumplan un p a p e l  r e g u l a t o r i o  en  10s e v e n t o s  me- 
t a b d l i c o s .  La d e s f o s f o r i l a c i d n  de  l a s  enz imas  f o s f o r i l a d a s  s e  
l l e v a  a  cab0 p a r  l a  a c c i 6 n  de f o s f a t a s a s  de f o s f o p r o t e f n a s .  Des- 
de  e s t a  p e r s p e c t i v a ,  e s t a s  enz imas  son una p a r t e  i n t e g r a l  d e l  me 
canismo d e  r e g u l a c i d n  p o r  f o s f o r i l a c i d n .  
La a c t i v i d a d  f o s f a t h s i c a  de  f o s f o p r o t e f n a s  c a t a l i z a  l a  des- 
f o s f o r i l a c i d n  de  una v a r i e d a d  de  s u s t r a t o s  p r o t e i c o s  e n  form& 
i n e s p e c f f i c a  (101,147).  Se han pod ido  a i s l a r  f o s f a t a s a a  de fosfo- 
p r o t e f n a s  a  p a r t i r  de v a r i o s  t e j i d o s  s u p e r i o r e s ;  l a s  enzimas  de 
hfgado y corazbn, l l e v a d a s  a  homogeneidad con e t a p a s  que inclu- 
yen t ra tamiento  con e t a n o l ,  p resen ta ron  un peso molecular de 35 H 
(148-151). 
Lee y colaboradores  (152) a i s l a r o n  de v a r i o s  t e j i d o s  de ma- 
mfferos  un compleJo nna t ivow u  holoenzima de l a  f o s f a t a s a  de a l -  
t o  peso molecular (260 K )  a 1  que l lamaron f o s f a t a s a  de fosfopro- 
t e f n a  H. Por acci6n de e t a n o l ,  urea o  mercaptoetanol ,  e s t a  holo- 
enzima se  d i s o c i a r f a  y a c t i v a r f a  para  dar  l u g a r  a  l a  forma de b= 
j o  peso molecular (35 K )  y  a a l a  que 10s a u t o r e s  l lamaron fosfo-  
o r o t e i n a  f o s f a t a s a  C. Los mismos a u t o r e s  pos tu l an  que podrfan 
e x i s t i r  formas de peso molecular intermedio e n t r e  l a  holoenzima, 
de a l t o  peso molecular  y  l a  forma c a t a l f t i c a ,  de ba jo  peso mole- 
cu la r .  Se han a i s l a d o  de d i s t i n t o s  t e j i d o s  de mamfferos fos fa ta -  
s a s  de peso molecular  intermedio (v.g. 300, 170, 75,  45 K )  (153). 
No s e  sabe si  e s t a s  formas r ep re sen tan  der ivados  p r o t e o l f t i c o s  de 
l a  f o s f a t a s a  H d e s c r i p t a  por  e l  grupo de Lee o  son o t r a s  formas 
n a t i v a s  de f o s f a t a s a  de f o s f o p r o t e f n a s  (151,154). 
Inh ib ido res  de l a  a c t i v i d a d  f o s f a t 6 s i c a  
Cohen y  co laboradores  (155,156) y Huang y  Glinsmann (157-159) 
desc r ib i e ron  en d i s t i n t o s  t e j i d o s ,  dos p r o t e f n a s  te rmoes tab les  y 
de ba jo  peso molecular  que son i n h i b i d o r a s  de l a  a c t i v i d a d  fosfa-  
t 6 s i c a  y a  l a s  que l lamaron i n h i b i d o r  1 y  2. E l  i n h i b i d o r  1 d l 0  
presen ta  a c t i v i d a d  i n h i b i t o r i a  cuando e s t e  f o s f o r i l a d o  (157). 
La c a p a c i d a d  i n h i b i t o r i a  de ambas p r o t e f n a s  e s  d i f e r e n t e  sg 
b r e  l a s  d i s t i n t a s  f o r m a s  de f o s f a t a s a s  de f o e f o p r o t e f n a s  
I .  
VI. 9. F o s f a t a s a s  de  f o s f o p r o t e f n a s  en  Mucor r o u x i i  
P r e c t i c a m e n t e  no s e  ha r e a l i z a d o  ningGn e s t u d i o  de  e s t a s  ell 
I 
zimas  en e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s .  En n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  se i n i -  A 
c i 6  r e c i e n t e m e n t e  e l  e s t u d i o  de e s t a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m h t i c a s  en 
l a  forrna f i l a m e n t o s a  d e l  hongo. Exper imen tas  p r e l i m i n a r e s  ind ica -  
r f a n  que e x i s t e n  a 1  menos d o s  fo rmas  de f o s f a t a s a ,  ambas de baJo - 
- \ 
p e s o  m o l e c u l a r ,  aproximadamente 3 0  H, con d i s t i n t o s  r equer imien-  
t o s  de  i o n e s  ~ n ~ +  (M. EieigelZhiefer ,  comunicacibn p e r s o n a l ) .  
VII. METABOLISM0 DEL AMPc 
En t o d o s  10s s i s t e m a s  ' b i 0 1 6 ~ i c o s  e s t u d i a d o s  h a s t a  e l  momep 
t o ,  e l  AMPc e s  s i n t e t i z a d o  p a r  l a  enzima a d e n i l a t o  c i c l a s a  y d= 
g radado  p a r  l a  enzima f o s f o d i e s t e r a s a .  Los  n i v e l e s  i n t r a c e l u l a -  
res d e l  n u c l e 6 t i d o  c f c l i c o  e s t h n  r e g u l a d o s  p a r  l a s  a c t i v i d a d e s  
r e l a t i v a s  de  l a s  enz imas  que  l o  s i n t e t i z a n  y degra'dan y p a r  l a  
e x p u l s i 6 n  d e l  n u c l e 6 t i d o  c f c l i c o  a 1  media e x t r a c e l u l a r .  
VIII. ADENILATO CICLASA 
La adenilato c i c l a s a  e s  l a  enzima que ca t a l i za  l a  s f n t e e i s  
de mPc segGn l a  ecuaci6n general: 
~e  *+ 
ATP- AMPc + PPi 
Donde PIe2' puede s e r  M~'+ o  ~ n ~ * .  E l sus t ra to  de e s t a  reacci6n 
2- pareca aer e l  complejo ATP.Me ,y 10s cat iones  divalentes  l i b r e s  
ser ldn act ivadores de l a  reaccibn. En cas i  todas l a s  cfilulae a n i  - -  
- 
r -  
males estudiadae l a  adenilato c i c l a sa  e s  sensible  a  l a  acci6n de . - 1 
hormonas. Esta  enzima parece formas un complejo compuesto exclu- 
aivarnente por prote lnas  in t r fnsecas  de l a  membrana celular .  Las 
protefnas  que constituyen l a  adeni ls to  c i c l a sa  son un pequeno po; 
A 
centa j e  de l a s  protefnas de membrana- y prob~blemente no existan 
en una' concentraci6n superior  a  10 pmoles/mg de protefna de mem- 
brana y algunas veces son 100 veces menos abundantes (162). 
Se .sabe que l a  adeni la to  c i c l a sa  sensible  a  hormonas e s t6  
compuesta por a1 menoe t r e a  protefnas in te rac tuan tes  (162): 1) una 
protefna c a t a l f t i c a  (C) que e s  relativamente inac t iva  y que no e s  
I 
regulable,  2) una protefna l igadora  de nucle6tidos de guanina 
(G/F) que media l a  acci6n act ivadora de 10s nuclebtidos de guani  
na (163) y de l  i6n F' (166) y 3) uno o  m6a receptores  hormow- 
l e s  (R)  (165). Es tas  t r e s  protefnas  han podido se r  a i s ladae  f i sA  
camente (166-169) y se han estudiado s u s  propiedades. La protefna 
' 3  
2- ' 1 c a t a l f t i c a  C p r e s e n t a  baJa  a c t i v i d a d  con ATP. My gr ntl @B ~ d -  
t i m u l a b l e  p o r  hormonas, n u c l e 6 t i d o s  de guan ina  o  F-. La p r o t e f n a  
2- G/F p e r m i t e  que l a  p r o t e f n a  C u t i l i c e  e l  complejo ATP. Mg coma 
s u s t r a t o  y  puede u n i r  n u c l e f i t i d o s  de guan ina  y F' p e r m i t i e n d o  
que modulen l a  a c t i v i d a d  de l a  subunidad c a t a l f t i c a .  
Los  r e c e p t o r e s  hormonales (R)  p r e s e n t a n  e l  e i t i o  de  unibn 
p a r a  l a  hormona e n  l a  c a r a  e x t e r n a  de l a  membrana. En l a  misma 
c g l u l a  pueden e x i s t i r  r e c e p t o r e s  con d i s t i n t a  e s p e c i f i c i d a d  de 
hormona.  fin no hay e v i d e n c i a s  de l a  i n t e r a c c i b n  d i r e c t a  d e l  re- 
c e p t o r  hormonal con l a  p r o t e f n a  c a t a l f t i c a  (1621,  aunque se ha 
p o s t u l a d o  (170) que  e l  r e c e p t o r ,  que e s  una e n t i d a d  independien-  
t e  d e  l a  subun idad  C ,  p o d r f a  mbveree d e n t r o  de l a  membrana y 
cuando l a  horrnona a c t i v a n t e  se une a 1  r e c e p t o r  aumenta l a  a f i n i -  
dad de dste  p o r  l a  enzima, modi f i cando  l a  a c t i v i d a d  c a t a l f t i c a  
de  l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a m  E s t e  modelo se b a s a  en  e l  concep t0  de  
l a  n a t u r a l e z a  d ingmica  y  f l u i d a  de l a s  inembranas c e l u l a r e s  (1711, 
y a  que e l  c o n t a c t o  e n t r e  e l  r e c e p t o r  y l a  subunidad cata$%tica 
se p r o d u c i r f a  p o r  movimiento l a t e r a l  de e s t a s  p r o t e f n a s  de l a  
membrana. 
VIII. 1, A d e n i l a t o  c i c l a s a  e n  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  
E s t a  enzima h a  s i d o  e s t u d i a d a  e n  numerosas e s p e c i e s  de hon- 
g o s  y  p r o t o z o a r i o s  (52,172-189). 
Las  c a r a c t e r f s t i c a s  g e n e r a l e s  de l a s  a d e n i l a t o  c i c l a s a s  de 
e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  son: b a j a  a c t i v i d a d  con i o n e s  Mg2+ y  a l t a  
a c t i v i d a d  con Mn2+; no son e s t i m u l a b l e b  p o r  i o n e s  F- o  n u c l e 6 t i -  
d o s  de guan ina  y  s o n  i n s e n s i b l e s  a  l a  e s t i m u l a c i b n  p o r  hormonas. 
Las  enzimas de  Neurospora  c r a s s a  (101,1821,  Phycomyces 
b l a k e s l e e a n u s  (176) y  Tetrahymena p y r i f o r m i s  (179) c o n s t i t u y e n  
excepc iones ,  y a  que s e  e n c o n t r b  que son e s t i m u l a d a s  p o r  hormonas. 
La mayorfa de l a s  a d e n i l a t o  c i c l a s a s  de e u c a r i o n t e s  i n f e r i o -  
res e s t h n  d e b i l m e n t e  u n i d a s  a  l a  membrana p l a s m h t i c a ,  de l a  c u a l  
pueden s e r  e x t r a f d a s  p o r  d e t e r g e n t e s  o  s a l e s  (179,183)-  
Tarnbihn se ha  obse rvado  que l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  
de a l g u n o s  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e a  v s r f a  d u r a n t e  e l  c i c l o  de v i d a  
(52,180,184,185).  
En D i c t y o s t e l i u m  discoideum se ha d e s c r i p t o  una a c t i v i d a d  
de a d e n i l a t o  c i c l a s a  a c t i v a  con i o n e s  MgZ+ (186) y  e s t i m u l a b l e  
p o r  AMPc (187). Rec ien temente  se ha demostrado que e s t a  enzima 
e s t h  a s o c i a d a  a  pequefias v e s f c u l a s  membranosas no r e l a c i o n a d a s  
con l a s  membranas p l a s m & t i c a s  (188). 
En e s p o r a n g i 6 f o r o s  de Phycomyces b l a k e s l e e a n u s  (176) se d e s  
c r i b i 6  una a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  con p r o p i e d a d e s  s i m i -  
l a r e s  a  l a  enzima d e  mamlferos:  a c t i v a  con i o n e s  Mg2+,  a c t i v a b l e  
p o r  GTP, i n h i b i b l e  p o r  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de n u c l e 6 s i d o s  tri- 
f o i f a t o s  y ac t ivab le  por catecolaminas. 
En Neurospora c r a s s a  Torres  y colaboradores  es tudiaron  
exhaustivamente e s t a  enzima t a n t o  en l a  cepa s a l v a j e  carno en una 
cepa mutante ca ren te  de pared c e l u l a r  (57,181,102,189). Esta  en- 
zima p a r t  icu lada  pudo s o l u b i l i z a r s e  mediante e l  empleo de sales .  
La enzima so luble  f u e  p u r i f i c a d a  por m6todos c l h s i c o s  y s e  deter- 
minaron sus paremetros moleculares  y .propiedades c a t a l l t i c a s ,  
siendo fistas semejantes a  l a s d e  l a  enzima de membrana; en cuanto 
a 10s paremetros moleculares  Gstos son s i m i l a r e s  a  10s desc r ip tos  
pa ra  l a  subunidad c a t a l f t i c a  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  de t e j i d o s  
s e n s i b l e s  a  hormonas (103). 
VIII. 2. Adenilato c i c l a s a  en ~ u c d r  ' r o u x i i  
En nuestro l a b o r a t o r i o  s e  a i s l 6  y c a r a c t e r i z 6  una adenila- 
t o  c i c l a s a  de f r a c c i o n e s  p a r t i c u l a d a s  de l a  forma f i l m e w t o s a  y 
levaduriforme d e l  hongo (44). Por acci6n de de te rgen tes  e s t a  ac- 
t i v i d a d  s e  separa de 10s fragmentos de pared c e l u l a r  y s e  l a  en- 
cuen t ra  en una f r a c c i 6 n  membranosa que sediment8 a 105.000 x  g  
(184). Las propiedades c i n e t i c a s  de l a  enzima unida a  membrana 
son semejantes a  l a s  de l a s  enzimas de o t r o s  euca r ion tes  infe-  
r i o r e s  en cuanto a requerimiento de ibn  ~ n ~ +  y l a  i n s e n s i b i l i d a d  
a  i o n e s  F' y a  nuc leb t idos  de guanina (190). Pa r t e  de l a  a c t i v i -  
dad p a r t i c u l a d a  pudo s e r  s o l u b i l i z a d a  por  l a  'acci6n de C 1 H  ' 0 , 5  M 
(190). La enzima s o l u b l e  t i e n e  un peso  molecu la r  s i g n i f i c a f i v a -  
mente mgs a l t o  (500 H )  que e l  e n c o n t r a d o  p a r a  l a  enzima s o l u b l e  
de N. c r a s s a  (202 H )  (183), p e r o  muy semejan te  a l a  enzima de 
l e v a d u r a  de p a n a d e r f a  (173). 
I X a  FOSFODIESTERASA 
Hace aproximadamente un c u a r t o  de s i g l o  S u t h e r l a n d  y  R a l l  
(1911, d e s c r i b i e r o n  brevemente  una enzima, p r e s e n t e  en  v a r i o s  
t e  j i d o s  de  mamlf e r o s ,  p o s i b l e m e n t e  una d i e s t e r a s a ,  que e r a  ca- 
p a z  d e  c a t a l i z a r  l a  h i d r 6 l i s i s  de  AMPc a  5' AMP. C a s i  contempo- 
raneamente  Drummond y  Per ro t t -Yee  (192) e n c o n t r a r o n  en c e r e b r o  
de c o n e j o  que l a  c o n v e r s i 6 n . d e  AMPc a  51 AMP e s t a b a  c a t a l i z a d a  
p o r  una a c t i v i d a d  d i e s t e r g s i c a  p r e s e n t e  en  e s e  t e j i d o .  En 1962,  
Bu tcher  y  S u t h e r l a n d  (193) p u r i f i c a r o n  p a r c i a l m e n t e  l a  enzima 
de  c o r a z 6 n  bovino y  d e s c r i b i e r o n  s u s  p r o p i e d a d e s  y  d i s t r i b u c i 6 n  
s u b c e l u l  a r .  
La r e a c c i 6 n  g e n e r a l  que  c a t a l i z a  e s t a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  
puede v e r s e  en l a  F i g u r a  4. 
AMPc '5' AMP 
rFkpura 4: ~ i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc p a r  l a  f o s f o d i e s t e r a a a  de AMPc. 
0 en Porma gene ra l ,  p a r s  l a  a c t i v i d a d  de f o s f o d i e s t e r a e a  de nu- 
c l s 6 t i d o s  c f c l i c o s :  
NMPc f  o s f o d i e s t e r a s a  
Me2+ 
a o n d e  NMPc ind ica ,genera lmente :  AMPc a  GMPc. 
En gene ra l  e s t a  enzima e s  a c t i v a d a  p a r  ca t iones : .d iva len tes  
2+ MQ'+ o Mn . 
E l  gran  cambia de ene rg fa  l i b r e  UF= - 8.000 cal/mol) que - 
-. & 
e s t 6  asociado a  l a  h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc, en  condic iones  f i s i o l b -  
g i c e s ,  s u g i e r e  que l a  h i d r b l i s i s  d e l  AMPc e s t 6  muy ~ f a v o r e c i d a  
(194). 
I X .  1. Formas m f i l t i p l e s  
Los  pr i rneros  t r a b a j o s  s o b r e  a c t i v i d a d  de f o s f o d i e s t e r a s a  
(PDE) en  d i v e r s o s  t e  j i d o s  de mamff e r o s  (192,193,195,196) ,  m o s t r g  
r o n  que a p a r e c f a  una a c t i v i d a d  s o l u b l e  de  PDE con una Hm de a p r E  
ximadamente p a r a  e l  AMPc. En b a s e  a  e s t o s  r e s u l t a d o s  se cue= 
t i o n 6  e l  s i g n i f i c a d o  f i s i o l 6 g i c o  de  e s t a  enzima con t a n  b a j a  a f i -  
n i d a d  p a r a  e l  s u s t r a t o ,  ya que l a  c o n s t a n t e  de a f i n i d a d  e s  d o s  6; 
d e n e s  de magnitud s u p e r i o r e s  a  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMPc 
en  e s o s  t e j i d o s  (197). Con e l  d e s a r r o l l o  de  mgtodos de ensayo mgs 
s e n s i b l e s ,  v a r i o s  a u t o r e s  (198,199)  l o g r a r o n  d e t e c t a r  una a c t i v i -  
dad d e  PDE m8s a f f n  p o r  e l  s u s t r a t o .  Actualmente  se s a b e  que l a  
mayorfa de  10s t e j i d o s  de rnamfferos c o n t i e n e n  a 1  menos d o s  forrnas 
de PDE.de AMPc (Ac-PDE) con d i s t i n t a  a f i n i d a d  p a r a  e l  n u c l e b t i d o  
c f c l i c o .  L a s  p r i m e r a s  e v i d e n c i a s  de  l a  e x i s t e n c i a  de m8s de una 
forma de  PDE f u e r o n  de o r d e n  c i n h t i c o  (198-201). 
Thompson y  Appleman (202)  l o g r a r o n  p o r  pr i rnera  vez ,  a p a r t i r  
de t e j i d o  de c e r e b r o ,  l a  s e p a r a c i 6 n  f f s i c a  de d o s  f o r m a s  de  p e s o  
m o l e c u l a r  y  c a r a c t e r f s t i c a s  c i n h t i c a s  d i f e r e n t e s .  La forma de a l -  
t o  p e s o  m o l e c u l a r  (400 H) e r a  c a p a z  de  h i d r o l i z a r  AMPc y  GMPc y 
t e n f a  b a j a  a f i n i d a d  r e l a t i v a  p a r a  ambos s u s t r a t o s .  La forma de  ba- 
j o  peso  m o l e c u l a r  (200 K) t e n f a  a l t a  a f i n i d a d  p a r a  e l  AMPc y no 
h i d r o l i z a b a  GMPc, p r e s e n t 6  una  c i n h t i c a  i n d i c a t i v a  de c o o p e r a t i v i -  
dad n e g a t i v a  y  se p o s t u l 6  que  r e p r e s e n t a r l a  l a  forrna f i s i o l 6 g i c a  
de l a  enzima. 
A p a r t i r  d e l  t r a b a j o  ya c l 6 s i c o  de Thompson y Appleman, s e  
han i d o  encontrando m6s de una forma de PDE en c a s i  todos  10s te 
j i d o s  de mamf f e r o s  e s t  udiados, habilndo se  d e t e c t  ado h a s t  a s i e t e  -..a 
i soenzimas en t e j i d o s  de r a t 6 n  y conejo,  con no m6s de cuatro 
formas d i s t i n t a s  p a r  t e j i d o  (2031. Muchas de l a 8  formas de PDE 
de mamlferos son i n t e r c o n v e r t i b l e s  (204,2051. 
En 10s t r a b a j o s  de r e v i s i b n  de Appleman y co laboradores  (1971, 
Appleman y Terasak i  (2061, Wells y Hardman (207) y S t r ada  y 
Thompson (208) s e  pueden encon t r a r  e x c e l e n t e s  r ecop i l ac iones  de 
l a 8  d i s t i n t a s  formas de PO€ encont radas  en d i f e r e n t e s  organismos. 
Las  d i s t i n t a s  formas de PDE d i f i e r e n  en: comportamiento c i n & t i c o ,  
e s p e c i f i c i d a d  y a f i n i d a d  por  e l  s u s t r a t o ,  peso y forma molecular,  
s e n s i b i l i d a d  d i f e r e n c i a l  a l a  t r n g r a t u r a  y c a t i o n e s ,  l o c a l i z a c i b n  
t i s u l a r  y d i s t r i b u c i b n  subce lu l a r ,  punto i soe l&c t r i . co ,  s e n s i b i l i -  
dad a agen te s  farmacolbgicos ,  modulaci6n por d i e t i n t u s  e f e c t o r e s  
(v.g.calmodulina), s e n s i b i l i d a d  a enzimas p r o t e o l f t i c a s .  Pocas de 
e s t a s  formas m d l t i p l e s  han s i d o  p u r i f i c a d a s  a homogeneidad, sien- 
do p o s i b l e  que una o m6s de e s t a s  formas r ep re sen ten  una composi- 
c i 6 n  de  a c t i v i d a d e s  (2071. 
Los m6todos m8s u t i l i z a d o s  p a r a  s e p a r a r  f i e i camen te  l a s  d i s  
t i n t a s  formas de PDE incluyen: f i l t r a c i 6 n  por  g e l  (199,202,209,2101, 
c romatograf ta  de intercambio an ibnico  (143,211-2151, e l ec t ro fo re -  
sis en g e l  de almid6n (203,2161, p l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r l  
l amida  (217-2191, c e n t r i f u g a c i 6 n  e n  g r a d i e n t e s  de dens idad 
(143,204,220) ,  i s o e l e c t r o e n f o c a d o  (221-223) y  cromatograf . fa  de 
a f  i n i d a d  (213). 
Las  p r i n c i p a l e s  formas  de PDE e n c o n t r a d a s  en 10s d i s t i n t o s  
t e j i d o s  e s t u d i a d o s  y  s u s  c a r a c t e r f s t i c a s ,  pueden r e s u m i r s e  de 
l a  s i g u i e n t e  manera: 
(I) F o s f o d i e s t e r a s a  de GMPc o  f d s f o d i e s t e r a s a  de a l t a  Hm 
p a r a  AMPc. Corresponde a  l a  d e s c r i p t a  o r i g i n a l m e n t e  por  Butcher  
y  S u t h e r l a n d  (193) en  coraz6n bov ino  y  que f u e r a  p o s t e r i o r m e n t e  
p u r i f i c a d . a  en  o t r o s  l a b o r a t o r i o s  (224,225) y  en  o t r o s  t e j i d o s  
(226,227).  S e r f a  r e p r e s e n t a t i v a  de  una de l a s  formas  p r i n c i p a l e s  
de PDE; h i d r o l i z a  e l  WPc en  e l  r a n g o p M  y  e l  AMPc a 1  menos en 
un o r d e n  de magni tud  mayor, E s t a  enzima e s  genera lmen te  s o l u b l e  
y  a c t i v a b l e  p o r  ca lmodul ina  (228). La enzima p a r c i a l m e n t e  p u r i -  
f i c a d a  p r e s e n t a  una c i n h t i c a  c l g s i c a  p a r a  l a  h i d r b l i s i s  de ambos 
n u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s  en  un r a n g o  ampl io  de  c o n c e n t r a c i d n  de sus- 
t r a t o  y  e n  p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  de  ca lmodul ina ,  E s t a  forma enz i -  
m g t i c a  se ha e n c o n t r a d o  e n  l a  mayor fa  de 10s t e j i d o s  de  mamffe- 
r o s  e s t u d i a d o s ;  a  v e c e s  e n  c i e r t o s  t e j i d o s  en donde s e  inform6 
I 
s u  a u s e n c i a  se e n c o n t r 6  que e n  r e a l i d a d  e s t a b a  en  muy b a j a s  c o n  
c e n t r a c i o n e s ,  como p o r  e j emplo  e n  mhdula a d r e n a l  de  vaca  y  de 
r a t a  (229). 
Se p i e n s a  que e s  una s o l a  enzima l a  que c a t a l i z a  l a  h i d r d l ~  
sis de ambos n u c l e 6 t i d o s ,  y a  que  l a  h i d r 6 l i s i s  de  c a d a  uno de 
e l l o s  e s  i n h i b i d a  compe t i t ivamente  p o r  e l  o t r o  con una H i  sernejafi 
'. -I t e  a  s u s  v a l o r e s  r e s p e c t i v o s  de Hm, l o  que i n d i c a r f a  que est6 in 
-+ 
vo luc rado  un s o l o  s i t i o  c a t a l f t i c o ;  ademhs, l a s  a c t i v i d a d e s  
d i e s t e r h s i c a s  de AMPc y GMPc (Ac-PDE y Gc-PDE) permanecen e n  re- 
l a c i b n  c o n s t a n t e  d u r a n t e  l a  p u r i f i c a c i b n  de l a  enzima y l a  i n a ~  
t i v a c i b n  t g r m i c a  de  ambas a c t i v i d a d e s  s e  p roduce  a  v e l o c i d a d e s  
4c; 
s i r n i l a r e s  (227,230)-  
(11) F o s f o d i e s t e r a s a  e s p e c f f i c a  de AMPc de a l t a  a f i n i d a d .  
E s t a  forma ha  s i d o  e n c o n t r a d a  en c a s i  t o d o s  10s t e j i d o s  de mamf- 
f e r o s  e s t u d i a d o s  (207)  y en o t r o s  v e r t e b r a d o s  (231) y a p a r e c e  
a s o c i a d a  a  f r a c c i o n e s  p a r t i c u l a d a s  (211,232,233)-  Puede s e r  l i b e -  
r a d a  p a r c i a l m e n t e  a  l a  f r a c c i b n  s o l u b l e  p o r  t r a t a m i e n t o  con d e t e r  
g e n t e s  y shock o s m b t i c o  (197) o  p o r  s o n i c a c i b n  (202,234). Aparen- 
temente  e s t a  enzima p a r t i c u l a d a  es  una p r o t e f n a  i n t e g r a l  de  l a s  
membranas y a l g u n a s  de  s u s  p r o p i e d a d e s  e n z i m e t i c a s  (v-g. s e n s i b i -  
l i d a d  a  l a  c a l m o d u l i n a )  dependen de l a  i n t e g r i d a d  e s t r u c t u r a l  de 
l a s  membranas, Tambien s e  han d e s c r i p t o  f o s f  o d i e s t e r a s a s  e s p e c f f L  
c a s  p a r a  AMPc s o l u b l e s  (215,235,236).  
La a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  p a r t i c u l a d a  e s  i n s e n s i b l e  a  calmodu- 
l i n a  p e r 0  s e n s i b l e  a  horrnonas y aumenta e n  r e s p u e s t a  a  n i v e l e s  el= 
vados  de  RMPc e n  c e l u l a s  i n t a c t a s  (234,237,238).  
Tanto l a  forma p a r t i c u l a d a  como l a  s o l u b l e  s e  c a r a c t e r i z a n  
p o r  una a l t a  a f i n i d a d  p a r a  e l  AMPc, s i e n d o  i n h i b i d a  l a  h i d r 6 l i s i s  
de e s t e  n u c l e 6 t i d o  p o r  c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de GMPc en e l  
r a n g o  JJM (211). En muchos c a s o s  l a  h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc p r e s e n t a  
una c i n e t i c a  no m i c h a e l i a n a  (197,201). f e t e  comportamiento c i n k  
t i c o  puede e x p l i c a r s e  de v a r i a s  maneras: 1) p r e s e n c i a  de  formas  
m G l t i p l e s  con d i s t i n t a  a f i n i d a d  p o r  e l  s u s t r a t o  (2391, 2) una 
enzima a l o s t g r i c a  que p r e s e n t a  c o o p e r a t i v i d a d  n e g a t i v a  (240),  
en  l a  c u a l  l a  enzima t e n d r f a  d o s  s i t i o s  c a t a l f t i c o s .  I n i c i a l m e ~  
t e  ambos s i t i o s  son i d 6 n t i c o s  e n  c u a n t o  a  s u s  c o n s t a n t e s  de li- 
gado; l u e g o  de  l a  uni6n de l a  p r imer  mol6cu la  de  AMPc l a  i n t e r a c  
c i b n  s i t i o - s i t i o  o  subunidad-subunidad puede p r o v o c a r  una m o d i f i  
c a c i 6 n  conformac iona l  d e l  segundo s i t i o ,  hac iendo  que este  b l t i -  
mo una e n  forma mbs d i f i c u l t o s a  o t r a  mol6cula  de RMPc. E s t e  mode- 
l o  f u e  p r o p u e s t o  p o r  R u s s e l l  y c o l a b o r a d o r e s  (241) y puede esque- 
0 
m a t i z a r s e  como se ve  e n  l a  F i g u r a  5, y es  e l  r e s u l t a d o  d e l  a n g l i -  
sis p o r  computadora d e  10s d a t o s  c i n g t i c o s  de una enzima p a r c i a l -  
mente p u r i f i c a d a  de r if ibn de  r a t a ,  3) una enzima con m6e de un s& 
t i o  de un i6n ,  c u y a s  r e s p e c t i v a s  c o n s t a n t e s  d e  a f i n i d a d  son d i f e -  
r e n t e s  e i n d e p e n d i e n t e s  d e l  g rado  de  s a t u r a c i b n  con e l  s u s t r a t o  
( s i t i o s  no i n t e r a c t u a n t e s ) ;  e s t e  modelo, aunque termodinamicamen 
- 
t e  e s  e q u i v a l e n t e  a 1  a n t e r i o r ,  no l o  e s  f i s i c a m e n t e  (241),  4)  una 
enzima que s e  a g r e g a  en  fo rmas  que t i e n e n  d i s t i n t a  a f i n i d a d  p o r  
e l  s u s t r a t o  (204). 
Tambi6n s e  han e n c o n t r a d o  e n  d i s t i n t o s  t e j i d o s  a c t i v i d a d e s  
de PDE a l t a m e n t e  e s p e c f f i c a s  p a r a  AMPc que p r e s e n t a n  una c i n g t i -  
c a  m i c h a e l i a n a  (235,242,  243). 
Figura  5: Representacihn h i p o t e t i c a  de un modelo de' Ac-PDE con 2  
s i t i ~ s  de uni6n a 1  s u s t r a t o  que exhiben coopera t iv idad  
nega t iva  (241). 
P ichard  y Cheung (205) encuentran que en l a  f r a c c i b n  so lub le  
. 
, I  
de ce reb ro  bovino e  hfgado de r a t a  y  en homogenados de p l a q u e t a d : - ,  
humanas, s e  o b t i e n e  una r ep re sen tac ibn  l i n e a r  de l a s  dobles  a c f -  
p rocas  p a r a  l a  h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc solamente cuando l a  concentra- 
c ibn  enzimhtica  e s  muy baja.  
(111) F o s f o d i e s t e r a s a  mixta o  f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc e s t i -  
mulable por  GMPc. O t r a  forma de PDE so lub le ,  t a l  vez menos d i s t r A  
buida que l a s  a n t e r i o r e s ,  s e  c a r a c t e r i z a  porque c a t a l i z a  l a  h i d r k  
lisis t a n t o  de AMPc coma de GMPc presentando b a j a  a f in idad  para  
ambos. Ademgs ba j a s  concent rac iones  de GMPc e s t  imulan l a  h i d r d l ~  
' s i s  d e l  AMPc (tambibn a b a j a s  concent rac iones)  pero no a  l a  i n v e r  
s a  (211,212,244-247). La c i n b t i c a  de e s t a  forma enz imet ica  no e s  
y p o r  i s o e l e c t r o e n f o c a d o  (2211,  s e i s  f r a c c i o n e s  de PDE e n  prep= 
r a c i o n e s  s o n i c a d a s  de  c e r e b e l o  de r a t a ,  una s o l a  de e s t a s  f r a c c i g  
n e s  p o d r f a  ser s i m i l a r  a  l a  forma I a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i p t a ,  uni-  
camente por  s u  s e n s i b i l i d a d  a  l a  ca lmodul ina ,  l a s  o t r a s  fo rmas  p u g  
den r e p r e s e n t a r  enz imas  d i s t i n t a s  o  s e r  formas  o r i g i n a d a s  p a r  
p r o t e b l i s i s  o  p a r  a g r e g a c i b n  de una o  mhs formas  de l a s  p r e s e n t e s  
o r i g i n a l m e n t e .  La e x i s t e n c i a  de d i s t i n t o s  t i p d a  c e l u l a r e s  en 10s 
t e  j i d o s  e s t u d i a d o s  hace  d i f f c i l  d i c e c r n i r  si l a s  d i f e r e n t e s  formas  
.,&' -. . 
0 . _  
e n z i m h t i c a s  d e r i v a n  d e l  mismii :.-kie d i P i r e n t e s  tibi~s = e l h a r e s  (207). 
En a l g u n o s  c a m s  es  p o s i b l e  a s i m i l a r ,  p a r  a lguna  c a r a c t e r f s t i c a ,  
una forma e n z i m h t i c a  a i s l a d a  a  a lguno de 10s t r e s  t i p o s  p r i n c i p a -  
l e s  mencionsdos; p e r o  s e  e n c u e n t r a n  c a r a c t e r f s t i c a a  d i f e r e n c i a l e s .  
Por  e jemplo  l a  PDE a i s l a d a  y p u r i f i c a d a  ex tens ivamente  de  r e t i n a  
de  sapo (254) p a r  s u  a f i n i d a d  p a r a  ambos n u c l e b t i d o s  c f c l i c o s  s e  
p o d r f a  a s i m i l a r  a  l a  forma I, p e r 0  d i f i e r e  de e s t a  t l t i m a  p a r  s u  
i n s e n s i b i l i d a d  a 1  ca2+ ,  EGTA o ca lmodul ina  (254,255). 
- 
Se han sef'ialado f o r m a s  mGltipl"esn de PDE e n  l a r v a  de gusano de  
seda ,  una de  l a s  c u a l e s  f u e  p u r i f i c a d a  ex tens ivamente  (256-257). 
La enzima p u r i f i c a d a  degrada  embos n u c l e b t i d o s  c f c l i c o s  y campa2 
t e  con a l g u n a s  de l a s  f o r m a s  m f i l t i p l e  de p l a n t a s  s u p e r i o r e s  
(210,258) l a  c a p a c i d a d  de h i d r o l i z a r  n u c l e b t i d o s  c f c l i c o s  de 
p u r i n a s  2 ' -3 '  y 3 ' - 5 '  m o n o f o s f a t o s  (210,259).  E l  p r o d u c t 0  de h i -  
d r b l i s i s  de 10s m o n o f o s f a t o s  3'-5' p a r  l a  enzima de gusano de  s .  
da es  e x c l u s i v a m e n t e  e l  5' monofoefato (2551, m i e n t r a s  que e n  
p l a n t a s  s e  p roducen  t a n t o  3'  como 5 '  monofos fa tos  (210)-  
Muchas f o r m a s  de PDE que a p a r e c e n  en  homogenados c e l u l a r e s  
son p r o d u c t 0  d e l  mgtodo de  a i s l a m i e n t o  (223) y  a v e c e s  no e s t b n  
p r e s e n t e s  e n  l a s  c 6 l u l a s  i n t a c t a s  (224). Los m6todos p r e p a r a t i -  
vos  a  l a  p r o t e 6 l i s i s  l i m i t a d a  d u r a n t e  l a  e x t r a c c i 6 n  pueden con- 
t r i b u i r  a  l a  m u l t i p l i c i d a d  a p a r e n t e  de  l a s  formas  e n z i m g t i c a s  
(211);  adernha l a  a g r e g a c i d n  de d i s t i n t a s  formas  e n z i m h t i c a s  p u e  
de e x p l i c a r  l a  a p a r i c i 6 n  de m f i l t i p l e s  f o r m a s  luego  de  f i l t r a c i b n  
en g e l e s  (260). 
Se  p u e d e . c o n c l u i r  que hay que t e n e r  muy en  c u e n t a  l a s  condi-  
c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  u t i l i z a d a s  a 1  i n f o r m a r  l a  s e p a r a c i 6 n  y  ca- 
r a c t e r i z a c i 6 n  d e  f ormas m f i l t i p l e s  d e  PDE de n u c l e b t i d o s  c l c l i c o s ,  
s o b r e  t o d o  a 1  comparar  10s r e s u l t a d o s  con 10s e n c o n t r a d o s  p a r  
o t r o s  a u t o r e s ,  ~ d e m 6 s  de l a  p o s i b i l i d a d  de e r r o r  que puede e x i s -  
t i r  a 1  t r a t a r  d e  e x k r a p o l a r  10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  i n  v i t r o  
con l o  que sucede  i n  vivo. 
IX, 2, A c t i v a d o r e s  d e  l a  a c t i v i d a d  de  f o s f o d i e s t e r a s a  
Imidazo l  
E l  p r i m e r  i n f o r m e  del  e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  d e l  i m i d a z o l  s o b r e  
una a c t i v i d a d  de  PDE i n  v i t r o  f u e  e l  d e  Butcher  y  S u t h e r l a n d  (1931, 
q u i e n e s  e n c o n t r a r o n  que l a  a c t i v i d a d  de PDE a i s l a d a  d e  co raz6n  b; 
vino,  ensayada a a l t a  concent rac ibn  de AMPc en buf fe r  contenien- 
do imidazol p reeentaba  una a c t i v i d a d  mayor comparada a l a  ac t ivA 
dad en bu f fe r  Tria .  MBS t a r d e  o t r o e  l a b o r a t o r i o s  encontraron e f e g  
t o  e s t i m u l a t o r i o  d e l  imidazol  sobre  l a  PDE a i e l a d a  de o t r o s  t e j i -  
doe super iores ,  t a n t o  s ab re  l a  enzima de a l t a  Km (196,226) como 
sobre l a  de bada Hm (201). 
Ut i l i zando  a l t a s  concent rac ionee  de AMPc en e l  eneayo, Roberts 
y Simonsen (261) d e m o ~ t r a r o n  que t a n t o  e l  imidezol como e l  imida- 
zol-4-hcido a c e t i c 0  a concent rac ionee  a l t a e  estimulaban l a  PDE a i i  
l a d a  de cerebro  de r a t 6 n  aumentando l a  velocidad de d i soc i ac i6n  
de l a  enzima d e l  p roduct0  de l a  r eacc i6n  (51 AMP). 
Otroa i n v e s t i g a d o r e s  demostraron que e l  imidazol antagoniza 
un n h e r o  de e f e c t o a  hormonalea, que son, o s e  pienaa que son, me- 
- 
diadoa por  AMPc. Aaf l a  l i p 6 l i a i s  i n  vivo puede s e r  con t r a r r e s t a -  ' 
da por  e l  imidazol,  . e l  c u a l  po r  a c t i v a c i 6 n  de l a  PDE, h a r f a  d i m i -  
n u i r  10s n i v e l e s  de AMPc (262). Un mecaniamo s i m i l a r  f u e  propueeeo 
pa ra  l a  accibn de l a  h i s tamina  en  coraz6n bovino (263,264). En 
mGsculo l i s o  e l  imidazol  an tagoniza  10s e f  e c t o s  de '  l a  t e o f  i l i n a  
(265). Como 10s n i v e l e s  de AMPc en  10s t e j i d o s  son generalmente 
ba jos ,  1 a 3yM o menos (75,266) se supone que 10s agentee  que 
a fec t an  l a  a c t i v i d a d  de PDE actGan sobre  l a  forma de b a j a  Km; 
no o b s t a n t e  l a  mayorfa de 10s e s t u d i o e  d e l  e f e c t o  d e l  imidazol  
sobre  l a  a c t i v i d a d  de  PDE d e s c r i p t o s  an te r iormente  s e  r e a l i z e -  
r o n  a  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de AMPc. Chas in  y H a r r i s  (267) k a b =  
jando con d o s  PDE* de  l a  misma f u e n t e ,  una de  a l t a  Km ( 1  x  ~ o - ~ H )  
y o t r a  de b a j a  Hm ( 4  x lom6 M ) ,  demostraron que l a  enzima de b r  
j a  Hm e s  i n h i b i d a  p o r  e l  imidazo l  en e l  mismo rango de concentra-  
c i 6 n  en  que l a  enzima de a l t a  Km e s  e s t i m u l a d a  de 30 a  60 %. 
E s t o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que 10s e f e c t o s  "anti-AMPcn d e l  
i m i d a z o l  en 10s t e  j i d o s ,  son mediadoe p o r  un e f e c t o  s o b r e  l a  
PDE de a l t a  Km o  b i e n  que 10s e f e c t o s  d e l  imidazo l  no e s t e n  re -  
l a c i o n a d o s  a  a l t e r a c i o n e s  en  l a  a c t i v i d a d  de PDE. 
N u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s  
En c u l t i v o s  de v a r i a s  l i n e a s  c e l u l a r e s  s e  v i 6  que 10s meca- 
nismos r e s p o n s a b l e s  de  10s cambios en  l a  a c t i v i d a d  de PDE e s t g n  
r e l a c i o n a d o s ,  a  v e c e s ,  con 10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMPc. 
Por  e jemplo ,  s e  o b s e r v b  que 10s n i v e l e s  a l t o s  de AMPc inducen l a  
s f n t e s i s  de novo de l a  Ac-PDE, p r i n c i p a l m e n t e  l a  forma de a l t a  
a f i n i d a d ,  en  f i b r o b l a s t o s  de d i s t i n t o s  o r f g e n e s  (234,245,268,2691,  
c g l u l a s  de  g l ioma (2701,  l i n f o m a  (271) y hepatoma (272). E s t o s  
t r a b a j o s  demos t ra ron  que en  p r e s e n c i a  de a g e n t e s  c a p a c e s  de aumez 
t a r  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMPc, como Bt2AMPc y/o metil- 
x a n t i n a s ,  s e  l o g r a  un aumento en  l a  a c t i v i d a d  de  Ac-PDE. E s t e  aumeL 
r 
t o  de a c t i v i d a d  puede ser bldqueado pUF t r a t a m i e n t o  d e  l a s  c 6 l u l a S '  
con i n h i b i d o r e s  de l a  s f n t e s i s  p r o t e i c a ,  como c i c l o h e x i m i d a  y de 
l a  s f n t e s i s  de ARN,  como a c t i n o m i c i n a  D. C i e r t a s  hormonas como l a  
n o r - e p i n e f r i n a  y e l  i s o p r o t e r e n o l ,  que aumentan 10s n i v e l e s  de  
, II 
AMPc e n  l a s  c g l u l a s  de g l ioma ,  inducen  l a  a c t i v i d a d  de PDE t a ~  
t o  de  a l t a  como de  b a j a  a f i n i d a d ,  r e q u i r i e n d o  e s t a  inducc ihn  
s i n t e s i s  de p r o t e f n a  y de  A R N ,  y se propone una r e g u l a c i h n  her- 
monal d e l  AMPc a  l a r g o  p l a z o  mediado p o r  s f n t e s i s  p r o t e i c a  
Calmodul ina  
V a r i o s  i n v e s t i g a d o r e s ,  a 1  t r a t a r  de p u r i f i c a r  l a  a c t i v i d a d  de 
PDE d e  d i s t i n t o s  o r f g e n e s ,  e n c o n t r a r o n  que  se p r o d u c f a  una g r a n  
p g r d i d a  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  d u r a n t e  l a  p u r i f i c a c i 6 n  
(192,193,274)-  Contemporaneamente d o s  l a b o r a t o r i o s  t r a b a j a n d o  
con c e r e b r o  bovino (275) y de  r a t a  (276) ,  demost raron que l a  s e p g  
r a c i b n  d e '  un f a c t o r  p r o t e i c o  d u r a n t e  l a  p u r i f i c a c i h n ,  determina- 
ba  l a  p g r d i d a  de a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a .  ~ 6 s  t a r d e  este Gltimo g r l  
po (277)  demostr6 que e s t e  f a c t o r  p r o t e i c o  de c e r e b r o  de r a t a  a E  
t i v a b a  solamente  a  l a  PDE e n  p r e s e n c i a  de  c a l c i o .  Actualmente a e  
conoce  a  e s t a  p r o t e f n a  a c t i v a d o r a  con e l  nombre de ca lmodul ina  
(228). f lparece ampliamente d i s t r i b u f d a ,  t a l  vez e n  forma ub icua ,  
en  e l  r e i n o  animal,  Se  l a  ha116 e n  t o d a s  l a s  e s p e c i e s  de v e r t e -  
b r a d o s  e s t u d i a d a s  en  c o n c e n t r a c i o n e s  genera lmen te  mayores que l a  
PDE a  l a  c u a l  a c t i v a  y a p a r e c e  e n  t e j i d o s  con a c t i v i d a d  de PDE 
i n d e p e n d i e n t e  de c a l c i o  (197,207,278).  C o n s t i t u y e  e l  0,5% de l a  
p r o t e f n a  t o t a l  de c o r t e z a  de c e r e b r o  de  r a t a  (279) y e l  2% de a  
, I ,- 7 - 




Se l a  ha p u r i f i c a d o  a  homogeneidad a  p a r t i r  de v a r i o s  t e j i -  
d o s  s u p e r i o r e s  (281-284). Se han e s t u d i a d o  d e t a l l a d a m e n t e  s u s  pr= 
p i e d a d e s  f i s i c o - q u f m i c a s ,  Q s t a s  pueden r e s u m i r s e  d i c i e n d o  que e s  
una p r o t e f n a  a c f d i c a  t e r m o e s t a b l e ,  de e s t r u c t u r a  f l e x i b l e ,  que 
p r e s e n t a  una composicibn p a r t i c u l a r  de aminohcidos  y  un peso  mo- 
l e c u l a r  de aproximadamente 1 9  H (228,278). 
La r e l a c i b n  e n t r e  l a  ca lmodul ina  y  l a  a c t i v i d a d  de  PDE v a r f a  
mucho de t e j i d o  en  t e j i d o  (285) ,  l o  mismo que d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  
o n t o g e n 6 t i c o  d e l  t e j i d o  u  organismo,  s u g i r i e n d o  que ambas p r o t e f n a s  
e s t a r f a n  b a j o  c o n t r o l e s  g e n 6 t i c o s  s e p a r a d o s  (279). E s t a  v a r i a b i l i -  
dad puede e x p l i c a r s e  tambi6n e n  b a s e  a  l a  h e t e r n g e n e i d a d  c e l u l a r  
de c a d a  t e j i d o ,  a l a s  d i s t i n t a s  f o r m a s  de PDE, a l g u n a s  de l a s  cua- 
l e e  no son  a c t i v a b l e s ,  o  porque  e l  a c t i v a d o r  t e n g a  o t r a  f u n c i 6 n  no 
r e l a c i o n a d a  con e l  metabolismo d e  10s n u c l e 6 t i d o s  c l c l i c o s .  
Aunque l a  mayorfa de 10s t r a b a j o s  s o b r e  c a l m o d u l i n a  s e  r e f i e -  
r e n  a  l a  fo rma  s o l u b l e  de e s t a  p r o t e f n a ,  v a r i o s  a u t o r e s  (279,282, 
286) han sef ia lado l a  p r e s e n c i a  de  c a l m o d u l i n a  e n  f r a c c i o n e s  p a r t A  
c u l a d a s  de  d i v e r s o s  t e j i d o s .  La p a r t i c i 6 n  de l a  p r o t e f n a  e n t r e  l a  
f r a c c i 6 n  s o l u b l e  y  l a  p a r t i c u l a d a  en  c e r e b r o  de r a t a  depende de 
l a  p r e s e n c i a  de ca2+ o  EGTA e n  e l  medio de  homogenizacibn (279-282). 
Gnegy y c o l .  (286) ,  t r a b a j a n d o  con  c e r e b r o  y  m6dula a d r e n a l  de r a w  
t a ,  m o s t r a r o n  que e n  un s i s t e m a  l i b r e  de  c 6 l u l a s  e l  a c t i v a d o r  es  
l i b e r a d o  a  l a  f r a c c i b n  s o l u b l e  e n  r e s p u e s t a  a  l a  a d i c i b n  de q u i n g  
s a  de pro tefna  dependiente de AMPc, ATP y AMPc. En va r ios  t e j i -  
dos de r a t a  l a  ac t iv idad  de PDE de nucle6t idos  c f c l i c o s  es t imulg  
b l e  por  calmodulina y  l a  calmodulina quedan asoc iadas  a  l a  f rac-  
c i6n  microsomal luego de someter a  e a t a  f r acc idn  a  t ra tamiento 
hiposm6tico y  cen t r i fugac i6n  (279). E l  t ra tamiento  con detergen 
- 
t e s  desenmascara l a  ac t iv idad  l a t e n t e  de calmodulina unida a  
membrana, 
Se ha a i s l a d o  una p r o t e i n a  s i m i l a r  a  l a  calmodulina en pro- 
tozoos  (287-288), hongos (288-291), inver tebrados  (292-295) y 
p l a n t a s  aupe r io res  (296-298), capaz de a c t i v a r  l a  PDE dependiec L Ld 
t e  de c a l c i o  de t e j i d o s  super iorea .  
La funci6n que desempefia e s t a  p ro te fna  en organismus in fe r io -  
r e s  no s e  conoce ya que e s  incapaz de a c t i v a r  a  l a  PDE hom6loga. 
La ac t ivac i6n  de l a  PDE de mamlferos por e x t r a c t o s  de eucar iontes  
i n f e r i o r e s  s u g e r i r f a  que l a  e s t r u c t u r a  d e l  ac t ivador  p ro te i co  se  
conserv6 durante  l a  evoluci6n (292). En p roca r ion tes ,  aunque no 
s e  ha demostrado def in i t ivamente  su  presencia ,  s e  v i6  que l a  a d e -  
h 
n i l a t o  c i c l a s a  de Bordete l la  p e r t u s i s  e a  a c t i v a d a  por calmodul&h- 
de cerebro  de t e r n e r o  (299). 
Teo y Wang (300) fueron l o a  pr imeros en demostrar que l a  ca l -  
modulina p u r i f i c a d a  de coraz6n bovino, e s  una p ro te fna  l i g a n t e  de 
c a l c i o  y  que l a  POE no e s  a c t i v a d a  a  menos que e g t h  p resen tes  
i o n e s  ca2+. La calmodulina p u r i f i c a d a  cont iene  un mol de ca2+ 
a s o c i a d o  (2831, e s t o  e x p l i c a r f a  l a  p r e s e n c i a  de c a l c i o  en  fasfo-  
d i e s t e r a s a s  p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a s  que conse rvan  s u  mexima ac- 
t i v i d a d  h i d r o l f t i c a  (301,302). E s t u d i o s  de l i g a d o  Ca2+ m o s t r e  
r o n  que l a  ca l rnodul ina  une 4  moles de Ca2+ con 
(303-305). La PDE a c t i v a b l e  p o r  c a l m o d u l i n a  r e q u i e r e ,  a p a r t e  de 
ca2+,  un c a t i d n  d i v a l e n t e  p a r a  su  a c t i v i d a d ,  e n  g e n e r a l  MQ2*; 
ambos c a t i o n e s  no pueden reemplaza r se  e n  s u s  r e s p e c t i v a s  func io -  
n e s  (283,300) ;  no o b s t a n t e  e l  Mn2+, p e r 0  no e l  ~ g ' + ,  puede sus- 
t i t u i r  a 1  Ca2+ e n  10s e n s a y o s * i n  v i t r o  (304). Como l a  c ~ n c e n t r a -  
c i 6 n  de  c a l c i o  n e c e s a r i a  p a r a  l o g r a r  e l  50% de  l a  a c t i v a c i 6 n  m&- 
xima e s  d e l  o r d e n  de  su .  c o n c e n t r a c i b n  c e l u l a r  (1-5 pM) 
(283,300,306) y como l a  c o n c e n t r a c i b n  i n t r a c e l u l a r  t o t a l  de Ca 2+ 
e s  100  v e c e s  s u p e r i o r  a  l a  d e l  Mn2', e l  Ca2+ s e r f a  e l  m e t a l  u t i -  
l i z a d o  f i s i o l o g i c a m e n t e  (304). 
E l  mecanismo de a c c i 6 n  de  l a  c a l m o d u l i n a  s o b r e  l a  PDE, f u e  
e s t a b l e c i d o  p o r  pr i rnera  vez p o r  Teo y Wang e n  1973  (300). Dicho 
mecanismo puede r e s u m i r s e  de l a  s i g u i e n t e  manera (278) 
* 
CaM + 4  ca2+ 6 caM.ca2+ 6 caM.Ca2+ 
4 4  
Donde: CaM =ca lmodul ina ,  E=apoenzirna i n a c t i v a  o  p a r c i a ~ r n e n z e  
a c t i v a  y (*)  i n d i c a  una nueva c ~ n f o r m a c i d n .  
'A 
En l a  primera etapa l a  CaM l i g a  4 moles de Ca2+ por mol de ;, lkz 
CaM de acuerdo a l a  ecuacidn (l), y l a  CaM adopt8 una conforma- 
cidn m6e hel icoidal  transform6ndose en l a  especie act iva ,  l a  ue 
se une reversiblemente a l a  apoenzima en l a  segunda etapa de %I 
acuerdo a l a  ecuaci6n (2) y da como resultado l a  formacidn de una 
- 
holoenzima active. De acuerdo a e s t e  eequema, e l  f l u j o  celular  
de ca l c io  t i ene  un papel fundamental en l a  regulacidn de l a  ac- 
.= r 
t iv idad  de l a  enzima. ~ 6 1 0  una de l e e  formas mGltiple de PDE es  
act ivada por CaM, l a  que ha sido iden t i f i cada  como l a  enzima so- 
l u b l e  de a l t a  Hm (ver  seccidn I X .  l) aunque recientemente ae ha 
informado que l a  PDE de baja Hm de membrana de hfgado e s  depen-1. ? 
diente  de CaM para su act ividad (307). 
- .  
- - 
E l  efecto act ivador de l a  calmodulina sabre l a  actividad d e  . 
PDE de nucle6tidoa c fc l i cos ,  ee debe a cambios en l a  V (308,309), 
cambioa en l a  Hm aparente (227,310) o cambios de ambos.par6me- 
t r o s  (215,281). 
Aparte de ac t ivar  a l a  PDE de nucledtidos c fc l i cos ,  l a  cal- 
modulina e s  capaz de regular  diversaa act ividades enzimbticas: 
adeni la to  c i c l a sa  de cerebro, ATPasa y bomba de Ca2+ de membra- 
- n a  plasm6tica de e r i t r o c i t o s ,  quinasa de l a  cadena l i v i ana  de l a  
miosina, quinasas de membrana de cerehro, Poafori lasa b quinasa 
de mdsculo esquel6tic0,  quinasa dependiente de NAD de plbntas  y 
fosfol ipaaa  A2 de plaquetas humanas. La calmodulina in terviene 
ademhs en l a  r e g u l a c i 6 n  de o t r o s  p r o c e s o s  c e l u l a r e s  t a l e s  coma: 
armado y desarmado de  microtGbulos  y ~ s t i m u l a c i 6 n  de f u n c i o n e s  
p o s t s i n b p t i c a s .  A t r a v e s  d e l  c o n t r o l  de l a s  q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  
e j e r c e  una i n f l u e n c i a  i n d i r e c t a  s o b r e  una v a r i e d a d  de  p r o c e s o s  
c e l u l a r e s  (278,311)-  
I X ,  3, E f e c t o  de  hormonas 
Se  conoce d e s d e  hace  mucho t iempo que l a  i n s u l i n a  t i e n e  numg 
r o s o s  e f e c t o s  s o b r e  t e j i d o  ad iposo  y h e p h t i c o ,  que  son an tag6n i -  
c o s  a  10s p r o d u c i d o a  p a r  l a  e p i n e f r i n a  y e l  glucag6n.  Los  e f e c t o s  
de e s t a s  G l t i m a s  hormonas e s t b n  r e l a c i o n a d o s  con e l  aumento de 
10s n i v e l e s  de AMPc coma consecuenc ia  de l a  e s t i m u l a c i 6 n  de  l a  
a d e n i l a t o  c i c l a s a  (197).  Bu tcher  y c o l a b o r a d o r e s  (312,313) e n c o 2  
t r a r o n  que l a  i n s u l i n a  puede r e d u c i r  10s n i v e l e s  de  AMPc en t e s  
do ad iposo ,  E l  e f e c t o  antagf in ico  de l a  i n s u l i n a  con e l  g lucag6n  y 
l a s  c a t e c o l a m i n a s  s o b r e  10s n i v e l e s  de AMPc f u e  demostrado e n  hf- 
gad0 p o r  Exton y c o l a b o r a d o r e s  (314). 
Los  e s t u d i o s  d e l  e f e c t o  de  l a  i n s u l i n a  s o b r e  l a  PDE a r r o J a r o n  
r e s u l t a d o s  contradictories que a  v e c e s  no guardaban una c o r r e l a -  
. . 
c i 6 n  a p a r e n t e  con  e l  t i p 0  de  t e j i d o  e l e g i d o  u  o t r a  v a r i a b l e  i d e c  
t i f i c a b l e .   AS^, l a  a c t i v i d a d  de PDE de t e j i d o  a d i p o s o  no mos t r6  
- '  
una r e s p u e s t a  e v i d e n t e  e n  r e l a c i 6 n  a 1  e s t a d o  d i a b e t i c 0  d e l  an imal  
o  a1 tratamiento con insul ina  (315,316). La mayorfa de l a s  i n v e i  
t igaciones  en l a s  que no se encontr6 una relaci6n c l a r a  entre e l  
efecto  de l a  insul ina  y l a  actividad de PDE, se l levaron a  cab0 
ensayando l a  act ividad enzimetica a  a l t a s  concentraciones de AMPc, 
capaces de enmascarar cambios s u t i l e s  de l a  act ividad enzimetica; 
Loten y Sneyd (317) sefialaron e s t e  hecho e  informaron por prime- 
r a  vez, en forma concluyente, un aumento de l a  act ividad de l a  
PDE de a l t a  afinidad para AMPc cuando incubaron i n  v i t r o  cg lu las  
grasas  con insulina.  Estos resul tados  fueron confirmados poste- 
riormente por o t ro s  investigadores (318-320). Este aumento de ac= 
t i v idad  implica un aumento e n l a  V de l a  enzima de a l t a  af in idad J a  
par t iculada,  En adipocitos de r a t a  e l  efecto  d e . l a  insul ina ,  l o  
miemo que e l  de l a  epinefr ina  y del  glucag6n, se observa en l a  
f racci6n par t iculada,  mientras que en hepatocitos se demuestra 
mes facilmente sobre l a  enzima solubil izada por schock osm6tico 
(237,238,320). En c6 lu las  grasas y hepatocitos de r a t a  l a  enzi- 
ma ac t ivab le  por insu l ina  parece eLtar asociada con e l  re t fcu lo  
endoplasm6tico mgs que con l a  membrana plasmetica (207,320). 
En l a  Tabla 3 extrafda  del  t rabajo  de Strada y Thompson (208) 
se resume e l  efecto  de va r i a s  hormonas sobre l a  act ividad de PDE, 
e l  t e j i d o  en e l  cual  se estudi6,  e l  su s t r a to  de l a  enzima y e l  
efecto  sobre gata. 
TBBLfl 3 
Hormonas que a f e c t a n  l a  a c t i v i d a d  de f o s f o d i e s t e r a s a  de nucle6- 
t i d o s  c f c l i c o s .  
P r e p a r a c i b n  S u s t r a t o  -
P a r t i c u l a d a  AMPc 
P a r t i c u l a d a  AMPc 
T e j i d o  e n t e r o  AMPc 
Homogenado AMPc,GMPc 
P a r t i c u l a d a  AMPc 
P a r t i c u l a d a  RMPc 





Aumen t a  
Aument a  
C e l u l a  g r a s a  
~ f g a d o  
M G S C L I ~ O  
C u l t i v o  c e l u l a r  
I n s u l i n a  
H e p a t o c i t o  
Glucagbn H e p a t o c i t o  
Hormona d e l  
c r e c i m i e n t o  Hfgado 
Ca teco laminas  ~ 6 l u l a  g r a s a  
P i n e a l  
C u l t i v o  c e l u l a r  
C e l u l a  g r a s a  
Aument a  
Aumenta 
Aument a  
Aument a 
Aument a  
P a r t i c u l a d a  
P a r t i c u l a d a  
Homogenado 
S o l u b l e  






P r o s t  aglan-  
d i n a s  C u l t i v o  c e l u l a r  Homogenado AMPc Aumenta 
C o l e c i s t o q u k  
n'i n  a  V e s f c u l a  b i l i a r  Homogenado AMPc 
AMPc 





R e d i s t r  ibuye  
T i r o x i n a  C 6 l u l a  g r a s a  P a r t i c u l a d a  
T i r o i d e  S o l u b l e  
T i r o i d e  P a r t  i c u l a d a  
G l u c o c o r t i c o i  -








D i  sminuye 












L i n f o c i t o  Sonicado 
A l d o s t e r o n a  Ve j i g a  
Es t rbgeno  Ute ro  
Homogenado 
S o l u b l e  
Gonadotropk 





D i  sminuye 
I X .  4. I n h i b i d o r e s  de l a  a c t i v i d a d  de f o s f o d i e s t e r a s a  
M e t i l x a n t i n a s  y p a p a v e r i n a  
Con e l  o b j e t o  de e s t u d i a r  10s p o s i b l e s  t r a t a m i e n t o s  de d i s -  
t i n t o s  t r a s t o r n o s  m e t a b 6 l i c o s  y/o e n d o c r i n o l 6 g i c o s ,  s e  comenz6 a  
e s t u d i a r  l a  i n c i d e n c i a  de c i e r t o s  compuestos f a rmaco log icamente  
a c t i v o s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de f o s f o d i e s t e r a s a .  E s t e  t i p o  de  e s t u  -
d i o  s i r v i 6 ,  a 1  mismo t iempo,  p a r a  una mejor c a r a c t e r i z a c i 6 n  d e l  
s i t i o  a c t i v o  de  l a  enzima. 
Los  compuestos  m6s e s t u d i a d o s ,  e n  c u a n t o  a 1  e f e c t o  i n h i b i t o -  
r i o  de  l a  a c t i v i d a d  de PDE son l a s  m e t i l x a n t i n a s ,  a n 6 l o g o s  e s t r u g  
t u r a l e s  d e l  nficleo de  adenina.  Ya en  10s p r i m e r o s  t r a b a j o s  de  ca- 
r a c t e r i z a c i b n  de  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE de mamfferos se d e s c r i b e  
e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de e s t o s  compuestos (191,193).  L a s  m e t i l x a ~  
t i n a s  m6s u t i l i z a d a s  como i n h i b i d o r e s  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m 6 t i c a ,  
son: c a f e l n a ,  teobromina ,  t e o f i l i n a  y 1 - m e t i l ,  3 - i s o b u t i l  x a n t i n a  
( M I X ) .  La e s t r u c t u r a  de e s t o s  compuestos  s e  o b s e r v a  e n  l a  Fig.  6. 
Como puede v e r s e ,  e s t o s  compuestos  son d e r i v a d o s  a l q u i l a d o s  d e l  
nficleo x a n t i n a  e n  l a s  p o s i c i o n e s  1 ,3  y  7. 
E s t o s  compuestos  s e  u t i l i z a r o n  con f r e c u e n c i a  p a r a  e v i t a r  l a  
degraddc ibn  I1no deseadat l  de 10s n u c l e b t i d o s  c f c l i c o s  e n  e n s a y o s  
de l a  a c t i v i d a d  c i c l 6 s i c a  o  como a g e n t e s  s i n e r g f s t i c o s  p a r a  e s t u -  
d i a r  t a n t o  i n  v i t r o  como i n  v i v o  e l  e f e c t o  de 10s n u c l e b t i d o s  
Fiqura 6: Estructura de l a s  m e t i l x a n t i n a s .  ~ a f e f n a  ( A ) ,  t e o f i l i n a  (81, 
teobromina (C), 1 - m e t i l , 3 - i s o b u t i l  xant ina ( D l ,  nucleo  xantA y., 
I 
na indicando l a  p o s i c i b n  de 10s s u s t i t u y e n t e s  a l q u i l o  (E l .  7. 
7 
c ~ c l i c o s  a g r e g a d o s  e n  forma exdgena. Adembe s e  han u t i l i z a d o  pa- 
r a  e s t u d i a r  e l  p a p e l  de  e s t o s  n u c l e d t i d o s  en  l a  a c c i d n  hormonal 
(197,267).  
Los  e s t u d i o s  i n  v i t r o  de l a  i n h i b i c i b n  de l a  a c t i v i d a d  de PDE 
p a r  t e o f i l i n a ,  i n d i c a r o n  que e s t e  compuesto e s  un i n h i b i d o r  camp= 
t i t i v a  de l a  a c t i v i d a d  f o s f o d i e s t e r 6 s i c a  de a l t a  y  b a j a  a f i n i d a d  
a i s l a d a  de d i s t i n t a s  f u e n t e s  (193,196,201,321). 
Se ha  informado (321) que l a  t e o f i l i n a  y  e l  M I X ,  e n  e l  r ango  
mH de c o n c e n t r a c i b n ,  e s t i m u l a n  l a  a c t i v i d a d  f o s f o d i e s t e r b s i c a  de 
n u c l e d t i d o s  c f c l i c o s  de  v a r i o s  t e j i d o s  de r a t a ,  cuando e s t a s  en- 
z imas  se ensayan  a una c o n c e n t r a c i d n  1 mM de s u s t r a t o .  E l  M I X  re- 
s u l t 6  un i n h i b i d o r  muy p o t e n t e  de l a  PDE a i s l a d a  de a d r e n a l e s  y 
a d i p o c i t o s  de  r a t a ;  se e n c o n t r d  que e s t e  compuesto es  1 0  a  15 ve- 
ces m8s e f e c t i v o  qua l a  t e o f i l i n a  coma i n h i b i d o r  de  l a  a c t i v i d a d  
de  PDE. 
Goodse l l  y c o l a b o r a d o r e s  (322) ensayaron  d i s t i n t o s  d e r i v a d o s  
8 s u s t i t u i d o s  de  l a  t e o f  i l i n a  coma i n h i b i d o r e s  de l a  a c t i v i d a d  
de  PDE t o t a l  de  c o r a z d n  bovino,  10s d e r i v a d o s  no r a m i f i c a d o s  me- 
ti1 a  n - h e x i l ,  c i c l o p r o p i l ,  c i c l o b u t i l ,  c i c l o p e n t i l ,  i s o p r o p i l  e 
i s o b u t i l  r p s u l t a r o n  i n h i b i d o r e s  m6s p o t e n t e s  que l a  t e o f i l i n a .  
, La p a p a v e r i n a ,  un a l c a l o i d e  d e r i v a d o  d e l  o p i o ,  r e l a j a n t e  de  
l a  m u s c u l a t u r a  l i s a ,  r e s u l t 6  ser un p o t e n t e  i n h i b i d o r  de l a  PDE 
de n u c l e b t i d o s  c f c l i c o s  a i s l a d a  de  varies t e j i d o s  (323,324). 
Su a c c i 6 n  i n h i b i t o r i a  es  de 1 0  a  100 v e c e s  s u p e r i o r  a  l a  d e v l a  
t e o f i l i n a  (321,325). E l  t i p 0  de i n h i b i c i d n  p o r  papaver ina  es  de  
t i p 0  c o m p e t i t i v o  o  no c o m p e t i t i v o  dependiendo d e l  grado de p u r e  
z a  de l a  enzima (326). Der ivados  de l a  p a p a v e r i n a  (v.4. qu inopg  
r i n a ,  i s o q u i n o l e i n a ,  6-Br p a p a v e r i n a )  son i n h i b i d o r e s  p o t e n t e s  
de l a  PDE de d i s t i n t a s  f u e n t e s ,  s i e n d o  10s 6 , 7  metoxi  s u s t i t u y e l  
t e s  i m p o r t a n t e s  para e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i n  (267). 
Chas in  y H a r r i s  (267) dan una e x c e l e n t e  r e c o p i l a c i d n  d e  com- 
p u e s t o s  farmacologicamente  a c t i v o s  i n h i b i d o r e s  de l a  a c t i v i d a d  
f o s f o d i e s t e r 6 s i c a .  
Bases  p u r f n i c a s  y p i r i m i d l n i c a s ,  n u c l e 6 s i d o s  y n u c l e 6 t i d o s  
E s t o s  compuestos r e s u l t a r o n  e n  muchos c a s o s  i n h i b i d o r e s  de  
l a  a c t i v i d a d  de  PDE. Cheung (327) f u e  e l  pr imer0  en i n f o r m a r  que 
c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  de ATP y p i r o f o s f a t o  i n h i b e n  a  l a  Ac-PDE 
de c e r e b r o ,  s i e n d o  l a  i n h i b i c i b n  d e l  t i p o  mixto. E s t e  mismo a u s o r  
(196) e n c o n t r 6  que e l  GTP, UTP, TTP, ITP y  CTP i n h i b e n  a  l a  
PDE de c e r e b r o  de r a t a ,  ac tuando  p robab lemente  p o r  e l  mismo mecg 
nismo que e l  ATP. E s t o  se d e b e r f a  a 1  q u e l a t o  d e l  m e t a l  d i v a l e n t e  
en l a  mezcla de r e a c c i 6 n  p o r  c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  de e s t e  nuclef i  
' t i d o .  Huang y Hemp 1 9 7 1  (201) e n c o n t r a r o n  que l a  a d e n i n a  y l a  a d e  
n o s i n a  son i n h i b i d o r e s  de l a  PDE de mfisculo e s q u e l & t i c o  de c o n e j o  
aun a b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s .  
I --- , Se e n c o n t r 6  nue v a r i o s  n u c l e 6 s i d o s  y  b a s e s  l i b r e s  ( a d e n o s i n a , - 4  - , - - 
- - 
i n o s i n a ,  guanosina  y deox iadenos ina )  i n h i b e n  l a  PDE de c l l u l a s  ? I -  , 
I 1- I -  
g r a s a s  (328,329) y de p l a q u e t a s  humanas (330). 
I n h i b i d o r e s  p r o t e i c o s  
, Ademgs de 10s i n h i b i d o r e ' s  ya  mencionados, s e  ha demostrado 
l a  p r e s e n c i a  de numerosos f a c t o r e s  endbgenos,  en g e n e r a l  p r o t e f -  
n a s ,  c a p a c e s  de i n h i b i r  l a  a c t i v i d a d  de PDE. M i k i  y Yoshida (226) 
f u e r o n  10s p r i m e r o s  e n  d e s c r i b i r ,  en  p r e p a r a c i o n e s  de c e r e b r o  de 
r a t a ,  l a  p r e s e n c i a  de un i n h i b i d o r  p r o t 6 i c o  cuya  a c c i d n  e s t a b a  
r e g u l a d a  p o r  i o n e s  c a l c i o .  
Durnler y E t i n g o f  (331) a i s l a r o n  y p u r i f i c a r o n  de r e t i n a  de 
buey una p r o t e f n a  i n h i b i d o r a  de l a  PDE de n u c l e d t i d o s  c f c l i c o s ,  
p r i n c i p a l m e n t e  de  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE. E s t a  p r o t e f n a  e s  ter- 
moes tab le  a pH 6 c i d o  y posee  un peso  m o l e c u l a r  de 38 H. E l  e f e g  
t o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m g t i c a  Be t r a d u c e  en  una d i sminuc i6n  
de  l a  V. Aparentemente este  i n h i b i d o r  s e r f a  un complejo p r o t l i -  
co  y  t e n d r f a  a s o c i a d a  una subunidad t e r m o e s t a b l e  de peso  molec; 
l a r  15 H a c t i v a d o r a  de  l a  PDE. Mbs t a r d e  L i u  y  Wong (332) d e t e ~  
t a r o n ,  e n  r e t i n a  b o v i n a ,  l a  p r e s e n c i a  de una p r o t e f n a  termnest= 
b l e  i n h i b i d o r a  de  l a  a c t i v i d a d  de PDE de n u c l e d t i d o s  c f c l i c o s  
hom6loga y de o t r o s  t e j i d o s ;  e s t a  p r o t e f n a  a 1  i g u a l  que l a  de 
2+ Dumler y  E t i n g o f  i n h i b e  l a  a c t i v i d a d  de PDE no a c t i v a b l e  p o r  Ca , 
1 .  
. 
% .- 
p e r o  s u  peso  molecu la r  e s  de 540 H, 
Wang y Desai  (333) y Sharma y c o l a b o r a d o r e s  (334) d e s c r i b i e -  
r o n  e n  t e j i d o  c e r e b r a l  d o s  p r o t e f n a s  i n h i b i d o r a s  de  l a  a c t i v i d a d  
de PDE a c t i v a b l e  p o r  caZ*, Ambas p r o t e f n a s  i n h i h e n  l a  a c t i v i d a d  
e n z i m g t i c a  l i g a n d o  l a  c a l m o d u l i n a  e n  p r e s e n c i a  de ca2+. Una de 
e s t a s  p r o t e f n a s  e s  t e r m o l h b i l ,  de  peso  m o l e c u l a r  8 0  H y s e  l a  c0- 
noce  como c a l c i n e u r i n a  (335). Se demost r6  que e s t a  p r o t e f n a  i n h i -  
b i d o r a  forma un comple jo  t e r n a r i o  con e l  c a l c i o  y l a  ca lmodul ina  
(336). Hlee y c o l a b a r a d o r e s  (335) p u r i f i c a r o n  e e t a  p r o t e f n a  a  
homogeneidad a  p a r t i r  de  c e r e b r o  bov ino  y e n c o n t r a r o n  que p o s e f a  
uns e s t r u c t u r a  d i m h i  c a  formada p o r  d o s  s u b u n i d a d e s  A y 8 de p e s o s  
m o l e c u l a r e s  6 1  y 1 6  H r e spec t iva rnen te ,  La c a l c i n e u r i n a  s e r f a  e l  
p r i n c i p a l  componente l i g a n t e  de c a l m o d u l i n a  e n  c e r e b r o  bovino,  y 
s u  c a n t i d a d  en e s t e  t e j i d o  s e r f a  5 2  mg/Hg de p e s o  hfimedo (337). 
Wolf y Hofmann (338) a i s l a r o n  y p u r i f i c a r o n  de co raz6n  bovina  una 
p r o t e f n a  e s t r u c t u r a l m e n t e  s i m i l a r  a  l a  c a l c i n e u r i n a .  
La segunda p r o t e f n a  l i g a n t e  de  c a l m o d u l i n a  a i s l a d a  de c e r e b r o  
bovino,  e s  t e r m o e s t a b l e ,  E l  p e s o  m o l e c u l a r  de l a  p r o t e f n a  homoge- 
nea  f u 6  determinado p o r  Sharma y c o l a b o r a d o r e s  (334) q u i e n e s  o b t l  
v i e r o n  un v a l o r  de 70 H. E s t o s  mismos a u t o r e s  demostrapon que se 
t r a t a  de  una p r o t e f n a  monom6rica. 
B e a l e  y c o l a b o r a d o r e s  (339)  p u r i f i c a r o n  de t e s t f c u l o  be r a t a  
un i n h i b i d o r  de  l a  PDE d e p e n d i e n t e  de  c a l c i o  de  p e s o  m o l e c u l a r  20 6, 
que s e r f a  anblogo a 1  i n h i b i d o r  t e r m o e s t a b l e  de  l a  q u i n a s a  de p r o  -
t e f n a  c a r a c t e r i z a d o  p o r  Walsh y c o l a b o r a d o r e s  (340) e n  mGsculo e s  -
q u e l e t a l  de conejo ,  
En p l a n t a s  s u p e r i o r e s  tambign s e  han a i s l a d o  f a c t o r e s  p ra te& 
c o s  endbgenos i n h i b i d o r e s  de l a  a c t i v i d a d  d i e s t e r b s i c a  (210). 
IX, 5, F o s f o d i e s t e r a s a  en  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  
En a l g u n o s  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s ,  p r i n c i p a l m e n t e  hongos, s e  
ha  informado de  l a  p r e s e n c i a  de mbs de una forma de PDE, p e r 0  en  
muchos c a s o s  no se han podido a s i m i l a r  a  l a s  t r e s  f o r m a s  p r i n c i -  
p a l e s  d e s c r i p t a s  p a r a  t e j i d o a  s u p e r i o r e s  ( v e r  sec. I X .  1,) 
Asf ,  s e  ha d e s c r i p t o  e n  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  d e l  o r d e n  Acras ia-  
l e a ,  p r i n c i p b l m e n t e  en  D i c t y o s t e l i u m  discoideum,  l a  e x i s t e n c i a  de 
a 1  menos d o s  y p o s i b l e m e n t e  mhs, fo rmas  de Ac-PDE (341-343). Una 
de l a s  f o r m a s  es  e x t r a c e l u l a r  (ePDE) y s e  e x c r e t a r f a  a 1  medio co- 
mo una forma de  a l t a  a f i n i d a d  ( H m ,  15 pM) y c o e f i c i e n t e  de sed imez  
t a c i b n  6  S; en  a u s e n c i a  de DTT e s t a  f orma p a s a r f a  espontgneamente 
a  o t r a  forma de b a j a  a f i n i d a d  (Hm,  2 mM) y c o e f i c i e n t e  de sedimen- 
t a c i 6 n  6 , 7  S (344,345)-  E l  aumento d e l  coef  i c i e n t e  de  sedimenta-  
c i 6 n  y l a  d i sminuc i6n  de  l a  a f i n i d a d  p o r  e l  s u s t r a t o ,  s e  d e b e r G o ,  
I 
aparen temente  a  l a  a s o c i a c i 6 n  de l a  enzima con un i n h i b i d o r  e x t r a -  
c e l u l a r ,  e l  c u a l  s e r f a  i n a c t i v a d o  p o r  DTT (345-347). E s t e  i n h i b i -  
d o r  de  n a t u r a l e z a  p r o t e i c a  y de  b a j o  peso  m o l e c u l a r  f u e  d e s c r i p t o  
p o r  p r i m e r a  vez  p o r  R i e d e l  y  E e r i s h  (348) y  se e x c r e t a r f a  a 1  me- 
d i o  cuando s e  d e t i e n e  e l  c r e c i m i e n t o  p o r  ago tamien to  de nu t r i en -  
t e s  (347)-  
Malchow y c o l a b o r a d o r e s  (349) d e s c r i b i e r o n  o t r a  forma de 
Ac-PDE a s o c i a d a  a  membranas (mPDE) y  cuyo n i v e l  aumenta en  10s 
e s t a d i o s  p r e v i o s  a  l a  ag regac i6n ;  Pannbacker  y  Bravard (343) 
e n c o n t r a r o n  que e s t a  a c t i v i d a d  e s  de a l t a  a f i n i d a d  p a r a  e l  AMPc 
(Hm. 1 0  pM). 
La ePDE f u e  c o n s i d e r a d s  p a r t e  d e l  s i s t e m a  de se f i a l i zac i6n  
que d e t e r m i n a  l a  ag regac ibn  de l a s .  amebas en  r e s p u e s t a  a  g r a d i e l  
t e s  de  AMPc. P o s t e r i o r m e n t e  Yeh y  c o l a b o r a d o r e s  (350) c u e e t i o -  
naron e s t a  h i p 6 t e s i s ,  ya que e n c o n t r a r o n  que e l  RMPc ex6geno in-  
duce no s o l o  l a  PDE e x t r a c e l u l a r  s i n o  tambi6n l a  enzima unida  
a  membrana, 
O t r o s  hongbs e n  10s c u a l e s  se ha  informado l a  p r e s e n c i a  de 
fo rmas  m d l t i p l e s  de PDE son Phvsarum polvcephalum y ~ s p e r d i l l u s  
n i q e r  (351&353), En e l  c a s o  d e  l a  p r i m e r a  e s p e c i e  una de l a s  f o ~  
mas es  p a r t i c u l a d a  y l a  o t r a  es  s o l u b l e  y  se e x c r e t a  a 1  medio- 
Ambas formas  r e q u i e r e n  ~ g " ,  son  de  b a j a  s f i n i d a d  p a r a  e l  AMPc 
(Hm e n  e l  r ango  mM) y son i n h i b i b l e s  p o r  m e t i l x a n t i n a s  y  por  
ATP (351). Hinca id  y  Mansour (352)  e n c u e n t r a n  que l a s  a c t i v i d a -  
d e s  de  PDE en  e s t e  organism0 d i f i e r e n  en  s u s  c a r a c t e r f s t i c a s  c i -  
n E t i c a s ,  p r e s e n t a n d o  l a  forma p a r t i c u l a d a  una c i n 6 t i c a  no michag 
l i a n a ,  p a r a  l a  h i d r b l i s i s  d e l  AMPc; l a s  d o s  f o r m a s  d i f i e r e n  en s u  
r e s p u e s t a  a  d i s t i n t o s  i n h i b i d o r e s  (v. g. m e t i l x a n t  i n a s ,  quazodina)  
que a 1  i g u a l  que e l  AMPc son a g e n t e s  q u i m i o t 6 c t i c o s  p a r a  e l  movr 
mien to  d e  l a s  mixamebas. En e l  c a s o  de A - n i q e r ,  tambihn s e  ha d= 
t e c t a d o  l a  p r e s e n c i a  de doe a c t i v i d a d e s  de Ac-PDE, una e x t r a c e l ~  
l a r  (E-PDE) y  o t r a  i n t r a c e l ' u l a r  (I-PDE). La enzima i n t r a c e l u l a r  
e s  s o l u b l e  s i e n d o  l a  Hm p a r a  e l  AMPc d e l  o r d e n  mM, m i e n t r a s  que 
l a  Hm de  l a  E-PDE p a r a  e s t e  n u c l e b t i d o . c f c l i c o  e s  de 18 pM;  ad^ 
m6s, l a  enzima e x t r a c e l u l a r  sens i -b le  a  un i n h i b i d o r  d i a l i z a b l e  
endbgeno (353).  
En Saccharomyces c e r e v i s i a e ,  Fu j imoto  y  c o l a b o r a d o r e a  (354) 
d e s c r i b i e r o n  y  p u r i f i c a r o n  una a c t i v i d a d  de Ac-PDE s o l u b l e ,  i n h i  -
b i b l e  p o r  GMPc y  p o r  m e t i l x a n t i n a s .  E l  p e s o  m o l e c u l a r  c a l c u l a d o  
para  e s t a  enzima es  de  64 H. En S. c a r l b e r g e n s i s  se d e s c r i b i b  una 
a c t i v i d a d  de AC-Pbr s o l u b l e  de b a j a  a f i n i d a d  p a r a  e l  s u s t r a t o  
(Hm 0 ,2  mM), e s t i m u l a b l e  p o r  i o n e s  ~ n ~ *  e i n h i b i b l e  p o r  RTP, PPi 
y  p o l i f o s f a t o  i n o r g e n i c o  (355). - 
En B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s o n i i ,  Maia y  Camargo (49)  demostra- 
r o n  l a  e x i s t e n c i a  de  una a c t i v i d a d  de Ac-PDE en  l a  f r a c c i b n  s o l u d l  :C 
b l e  de  e x t r a c t 0 8  de  zoosparas .  Dicha a c t i v i d a d  e s  e s t i m u l a b l e  p o r  
2+ 2+ i o n e s  Mg , Mn y  K'; l a 8  m e t i l x a n t i n a s  e n s a y a d a s  y  c i e r t o s  ca- 
t i o n e s  (ca2+ y  '~i*) r a s u l t a r o n  i n h i b i t o r i o s  de l a  a c t i v i d a d '  en& 
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mhtica .  En e s t e  organism0 l a  a d e n i n a  e s  un i n h i b i d o r  m6s poEente 
que l a s  m e t i l x a n t i n a s .  Vale y c o l a b o r a d o r e s  (220) d e s c r i b i e m  
una a c t i v i d a d  de Gc-PDE s o l u b l e ,  l i g e r a m e n t e  e s t i m u l a b l e  p o r  i o n e e  
MCJ" o  ~ n ~ +  e i n h i b , i b l e  p o r  m e t i l x a n t i n e s .  E s t o s  mismos a u t o r e a  10- 
g r a r o n  s e p a r a r  en  g r a d i e n t e s  de g l i c e r o l  tres p i c o s  d e  a c t i v i d a d  
de PDE, d o s  de  10s c u a l e s  h i d r o l i z a n  e s p e c i f i c a m e n t e  GMPc presen- 
t a n d o  una c i n g t i c a  no m i c h a e l i a n a  con H m ( s )  4 y  40 pM y que pos i -  
b lemente  r e p r e s e n t e n  un e q u i l i b r i o  de a s o c i a c i b n  e n t r e  subunidades.  , 
E l  t e r c e r  p i c o  de a c t i v i d a d ,  que a p a r e c e  en l a  zona de  menor c o e f k  
c i e n t e  de  s e d i m e n t a c i b n ,  es  e s p e c f f i c o  p a r a  l a  h i d r b l i s i s  de AMPc, 
p r e s e n t a n d o  una c i n Q t i c a  m i c h a e l i a n a  con una Hm 2 - 4 pM. 
En Neurospora c r a s s a ,  S c o t t  y  ~ o l o m o n  (356) d e s c r i b i e r o n  una 
a c t i v i d a d  de Ac-PDE a s o c i a d a  a l a  f r a c c i 6 n  p a r t i c u l a d a  que s e d i m e ~  
t a  a  100.000 x  g, i n h i b i b l e  . p a r  m e t i l x a n t j n a s ,  ADP', ATP y e s t i m u l a  
- 
b l e  p o r  imidazol .  Rec ien temente  T o r r e s  y  c o l a b o r a d o r e s  (143,357) 
se f i a l a ron  l a  e x i s t e n c i a  de  fo rmas  m ~ i t i ~ l e s  de PDE e n  e s t a  e s p e c i e .  
E s t o s  a u t o r e s  e n c u e n t r a n  que p o r  c r o m a t o g r a f f a  en  DEAE-celulosa de 
l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e  de  e x t r a c t o s  de m i c e l i o  s e  s e p a r a n  d o s  p i c o s  
de a c t i v i d a d  de  PDE. La a c t i v i d a d  que e l u y e  a  menor f u e r z a  i 6 n i c a  
p r e s e n t a  a l t a  a f i n i d a d  p a r a  GMPc y AMPc. E s t a  a c t i v i d a d  pudo a e r  
r e s u e l t a  e n  g r a d i e n t e s  de  s a c a r o s a  y  f i l t r a c i 6 1 - 1  p o r  g e l  en  t r e s  
fo rmas  de  d i s t i n t o  p e s o  m o l e c u l a r  (225,  1 2 6  y 5 7  HI. La a c t i v i d a d  
que e l u y e  de  l a  columna de  DEAE-celulosa a mayor f u e r z a  i 6 n i c a ,  
r e s u l t 6  e s p e c f f i c a  p a r a  l a  h i d r d l i s i s  de  GMPc. E s t a  a c t i v i d a d  tarn_ 
b i 6 n  se p r e s e n t a  b a j o  fo rmas  m f i l t i p l e s  de  d i f e r e n t e  p e s o  molecu- 
l a r  (320 y  17D H). 
En C o p r i n u s  m a c r o r h i z u s  s e  d e s c r i b i 6  una a c t i v i d a d  de Ac-PDE 
que a p a r e c e  d u r a n t e  ' l a  formaci6n de 10s b a s i d i o m a s  y disminuye 
d u r a n t e  l a  maduracibn de  #istoam E s t a  enzima es  i n d u c i d a  p a r  pa- 
a a j e  de l a  o s c u r i d a d  a  l a  l u z ,  es a c t i v s d a  p a r  c a t i o n e s  d iva len-  
2+ t e s ,  Mg y nn2+, e  i n h i b i d a  p a r  3' AMP, t e o f i l i n a  y c a f e f n a  (358). 
Fina lmente  Cohen y Atkinson (359) t r a b a j a n d o  con esporangibfo-  
r o s  de Phycomyces b l a k e s l e e a n u e ,  d e s c r i b i e r o n  una  a c t i v i d a d  d e  
Ac-PDE a c t i v a b l e  p a r  l u z  s z u l  en  p r e a e n c i a  de GTP. Los  a u t o r e s  pas 
t u l a n  que  l a  enzima puede formar  p a r t e  de  un agregado  p r o t e i c o  he- 
t e r o g e n e o  f o t o r e c e p t o r ,  e x p l i c a n d o  a s 5  l a  r e l a c i b n  e n t r e  l a  r e s p u e g  
t a  f o t o t r 6 p i c a  de  10s e s p o r a n g i b f o r o s  y 10s b a j o s  n i v e l e s  de AMPc 
(481.. Cohen (360) demoetr6 que e s t a  a c t i v i d a d  f o s f o d i e s t e r 6 s i c a  e s  
s o l u b l e ,  e s t i m u l a b l e  p o r  M ~ ~ +  y de a l t a  a f i n i d e d  (Hm 3 y  1 2 , s  pM)a 
E l  GMPc que  no e s  s u s t r a t o  de l a  enzima r e s u l t 6  un i n h i b i d o r  de l a  
misma a pH neu t ro .  La enzima e s  l i g e r a m e n t e  i n h i b i b l e  p a r  i m i d a z o l  
y p o r  m e t i l x a n t i n a s .  
X. OBJETIUOS 
Dada l a  i m p o r t a n c i a  d e l  AMPc en  l a  m o r f o g e n e s i s  d e  Mucor, e l  
p r e s e n t e  e s t u d i o  e s t g  o r i e n t a d o  a  e s c l a r e c e r  l a  r e g u l a c i b n  d e l  me- 
t a b o l i s m ~  d e l  n u c l e 6 t i d o  c i c l i c o  en  una e a p e c i e  d e  es te  hongo: 
Mucor r o u x i i .  
La h i p 6 t e s i s  de t r a b a j o  toma coma b a s e  e l  hecho e x p e r i m e n t a l  
conocido d e  que en t o d o s  10s organismos e n  donde s e  ha e s t u d i a d b  
e l  metabolism0 d e l  AMPc, 10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de e s t e  meta  
- 
b o l i t o  e s t 6 n  r e g u l a d o s  p r i n c i p a l m e n t e  p o r  l a s  e c t i v i d a d e s  de l a s  
enzimas  que l o  s i n t e t i z a n  y  degradan:  a d e n i l a t o  c i c l a s a  y f o s f o -  
d i e s t e r a s a  de AMPc respec t ivamente .  La e x i s t e n c i a  de  ambas a c t i -  
v i d a d e s  e n z i m g t i c a s  ya habfa  s i d o  d e t e c t a d a  en  n u e s t r o  l a b o r a t o -  
r i o  ( 4 4 ) .  
La p r i m e r a  p a r t e  de es te  t r a b a j o ,  s e  ded icb  a 1  e e t u d i o  de l a  
v a r i a c i b n  de l a  a c t i v i d a d  de  f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc d u r a n t e  l a  
mor fog6nes i s  a e r b b i c e  d e l  hongo. La segunda.  p a r t e ,  s e  c e n t r b  en  
e l  a i s l a m i e n t o  y  c a r a c t e r i z a c i b n  d e  l a  forma s o l u b l e  de e s t a  en- 
zima, poniendo e s p e c i a l  e n f a s i s  e n  l a  bdsqueda de p o s i b l e s  meca- 
n ismos de r e g u l a c i 6 n  de  e s t a  a c t i v i d a d  enz imgt ica .  
MATERIRLES Y METODOS 
I. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGIC0 
I. 1. Organismo 
Mucor r o u x i i  (Ca lmet t e )  Wehmer cepa  NRRL 1894,  o r i g i n a l  d e l  
D r .  C.W. H e s s e l t i n e  (Nor thern  U t i l i z a t i o n  Research  and Development 
, .,Id 
D i v i s i o n ,  P e o r i a ,  I l l ) ,  f u e  c e d i d a  g e n t i l m e n t e  p o r  e l  Dr. Roger d 
S t o r c k  ( R i c e  U n i v e r s i t y ,  Houston,  Texas). 
1. 2. Obtenc i6n  y c o s e c h a s  de e s p o r a s  
Todas l a s  o p e r a c i o n e s  se r e a l i z a r o n  e n  c o n d i c i o n e s  de e s t e r i -  
l i d a d .  P a r a  o b t e n e r  l a s  e s p o r a s  d e l  hongo, e l  organism0 ee c u l t i v 6  
en  un medio con ten iendo  a g a r  En p o l v o  a 1  5% y jug0 de tomate  comer 
c i a 1  ( V a l l e  de Oro, Noel, e t c . )  e n  p a r t e s  i g u a l e s .  E l  a g a r  y  e l  & 
go de  tomate  se a u t o c l a v a r o n  p o r  s e p a r a d o  p a r a  e v i t a r  que l a  a c i d e z  
d e l  jugo d e  tomate  h i d r o l i z a r a  e l  a g a r  e n  c a l i e n t e ,  impidiendo s u  
p o s t e r i o r  g e l i f i c a c i 6 n .  E l  medio f u n d i d o  se t r a s v a s 6  en a l f c u o t a s  
de 50 m l  a  b o t e l l a s  de Roux que  se d e j a r o n  24 h o r a s  a  t e rnpera tu ra  
ambiente  como prueba  de e s t e r i l i d a d , a l  cab0  de ese t iempo s e  sem- 
b r 6  e n  c a d a  b o t e l l a  2  m l  de  una s u s p e n s i 6 n '  de  e s p o r a s  (100 espo- 
r a s /ml ) .  Las  e s p o r a s  se c o s e c h a r o n  cuando se obse rv6  l a  a p a r i c i b n  
de e s p o r a n g i o s  maduros, 10s c u a l e s  se producen a 1  cab0 de 5 a 7 
d f a s  de c u l t i v o  a  l a  l u z  a  28-30Q~.  La coeecha  de e s p o r a s  se reg 
l i z 6  de l a  s i g u i e n t e  manera: se agregaron  a c a d a  b o t e l l a  20 m l  
de agua d e s t i l a d a  e s t k r i l ,  se r a s p a r o n  suavemente 10s e s p o r a n g i o s  
con un a n s a  de v i d r i o  y  s e  f i l t r 6  l a  s u s p e n s i 6 n  de e s p o r a s  a  trg 
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vEs de una m a l l a  de nylon p a r a  ibpsrar l a s  h i f a s  y  pequefios t r n -  
z o s  de a g a r -  L a s  e s p o r a s  f i l t r a d a s  se l a v a r o n  v a r i a s  v e c e s  por  
r e s u s p e n s i b n  con agua d e s t i l a d a  e s t k r i l  y  c e n t r i f u g a c i b n  a  3.000 
x g  d u r a n t e  1 5  min a 4QC. F i n a l m e n t e  l a s  e s p o r a s  se suspend ie ron  
en agua d e s t i l a d a  e s t g r i l ,  se c o n t b  una d i l u c i 6 n  de  l a s  mismas 
e n  una ckmare c u e n t a g l 6 b u l o s  de  Neubauer y se t r a s v a s a r o n  a  via-  
l e e  de  v i d r i o  e s t g r i l e s  10s c u a l e s  se s e l l a r o n  y mantuvieron en 
h e l a d e r a  h a s t a  e l  momento de ser u t i l i z a d o s m B a j o  e s t a s  condic io-  
n e s  l a s  e s p o r a s  permanecen v i a b l e e  aproximadamente 2 meses. La 
8 
c o n c e n t r a c i b n  de l a s  e s p o r a s  o s c i l 6  genera lmen te  e n t r e  3-10 - 
9 3-10 esporas/ml.  
P a r a  e l  mantenimiento  de  l a  c e p e  se i n o c u l a r o n  para le lamen-  
t e  d o s  t u b o s  e n  p i c a  de  f l a u t a  con medio agar- jugo de  tomate ,  
10s que se mantuvieron en  h e l a d e r a  l u e g o  de p r o d u c i d a  l a  esporu- 
l a c i b n .  
I- 3- Medio de c u l t i v o  
I ;. 
Se u t i l i z 6  medio de c u l t i v o  YPG (24) compuesto por :  e x t r a c t 0  
de levadura (Difco) 0,3%, peptona (Inorp Tipo MC 3)  1%, glucoea 
(Roux-Ocefa) 3%. E l  pH del medio ee a jus td  a 4,5 con S04Hp 5 N. 
E l  medio se e a t e r i l i z 6  en autoclave a 121QC durante 20 min. La 
glucosa se e a t e r i l i z 6  separadamente de l  r e s to  del medio para evi  
- 
t a r  su caramelizaci6n (361) y ee mezcl6 eeterilmente con e l  res- 
t o  del  medio de cultivo. 
I. 4. Obtenci6n de micelio 
Los cu l t i vos  Be real izaron en f raacos  Erlenmeyer de doe litr6b' ' 
contaniendo 600 m l  de medio YPG, e s t a s  condiciones favorecen una 
buena aereaci6n del  cu l t ivo  (362). Ceda f raeco se inocul6 con 5.10 
esporas/ml y se  incub6 a 28QC durante 15 horaa con agitaci6n cons- 
t an t e  provis ta  par un agitador r o t a t o r i o  New Drunswick. 
E l  micelio obtenido se cosech6 por f i l t r a c i 6 n  a1 vacfo sobre 
papel Whatman nfJ 1, se lav6'con abundante agua f r f a  hasta qua e l  
f i l t r a d o  fuese incoloro y ee escurr i6  en t r e  doe hojas de pmpel de 
f i l t r o .  Se obtuvieron de 7 a 10 g de micelio (peso hfimedo) a p a r t i r  
de 600 m l  de media. E l  micelio, cortado en trozos,  se  moii6 en mor- 
tor0  de porcelana con nitr6geno lfquido y e l  polvo obtenido se guas-  
d6 a - 70fJC. 
I, 5, Obtenci6n de l a s  d i s t i n t a s  formas ce lu l a r e s  producidas duran- 
t e  l a  morf oq6nesis aergbica. 
Los c u l t i v o s  p a r a  l a  medic ibn d e  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m a t i c a s  
se r e a l i z a r o n  de  l a  s i g u i e n t e  manera: s e  i n o c u l a r o n  3-4 1 de me- 
6  d i o  YPG con 1 0  esporas /ml  y l u e g o  de  o b t e n e r  una suspensibn ho- 
moggnea s e  l a  f r a c c i o n 6  en  t a n t o s  Er lenmeyers  como m u e s t r a s  s e  
q u i s i e r a n  ob tener .  Los  f r a s c o s  se i ncubaron  a  28QC con a g i t a c i b n  
c o n s t a n t e  d u r a n t e  10s t i empos  r e q u e r i d o s .  Los volfimenes de medio 
se v a r i a r o n  segfin l a s  h o r a s  de c u l t i v o  de  manera de o b t e n e r  en 
c a d a  c a s o  una c a n t i d a d  a p r e c i a b l e  de m a t e r i a l :  600 m l  p a r a  l a s  
m u e s t r a s  que s e  incubaron  d u r a n t e  un p e r f o d o  de 7  h o r a s ,  400 m l  
p a r a  l a s  que se i ncubaron  e n t r e  7 y  1 0  h o r a s  y 100  m l  p a r a  l a s  
que s e  incubaron  p e r f o d o s  de  t iempo mayores. En t o d o s  10s c a s o s  
s e  c o n t r o l 6  l a  m o r f o l o g l a  d e l  c u l t i v o  p o r  o b s e r v a c i 6 n  microscbpica .  
Los  c u l t i v o s  de h a s t a  7 h o r a s  se c o s e c h a r o n  p o r  f i l t r a c i b n  a 1  va- 
c f o  a  t r a v 6 s  de  f i l t r o s  de membrana y  10s r e s t a n t e s  s o b r e  p a p e l  
- - --f fi 
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Whatman nQ 1. Todas l a s  m u e s t r a s  se guardaron  a  - 70QC h a s t a  e l  
momento de  ser u t i l i z a d a s .  
Los  c u l t i v o s  p a r a  medir  e l  c r e c i m i e n t o  y a q u e l l o s  u t i l i z a d o s  
p a r a  v a l o r a r  10s n i v e l e s  i n t r a  y e x t r a c e l u l a r e s  de  AMPc d u r a n t e  
l a  m o r f o g h e s i s  a e r b b i c a  s e  o b t u v i e r o n  con e l  mismo proced imien to  
a n t e r i o r ,  e x c e p t o  que 10s v o l h e n e s  de  10s medios de c u l t i v o  fue- 
r o n  d i f e r e n t e s ;  a s s  p a r a  10s c u l t i v o s  de  h a s t a  4 h o r a s  se u t i l i z i  
r o n  100 m l  de medio,  p a r a  10s c u l t i v o s  e n t r e  4 y  7 h o r a s  50  m l  y  
p a r a  10s p e r l o d o s  de t iempo mayores  10 m l .  A 1  cabo de 10s t iernpos 
e s t a b l e c i d o s  10s c u l t i v o s  se f i 1 t r a r p n . a  t r a v g s  de f i l t r o s  de me,! 
- .  
brana. Las c6 lu las  u t i l i zadas  para medir e l  crecimiento, aquellas 
dest inadas a valorar  e l  AMPc in t r ace lu l a r  y 10s f i l t r a d o s  emplea- 
dos para l a  valoraci6n del  nucle6tido c i c l i c o  extracelular  se p rg  
ceaaron corno se  indica  en l a s  secciones I1 y 111. 1. 
11. MEDICION DEL CRECIMIENTO 
E l  crecirniento se  expres6 coma prote lna  t o t a l  por m i l i l i t r a  
de medio de cult ivo.  Las c6lulas obtenidas en 10s d i s t i n t o s  esta- 
d i n s  durante l a  morfog6nesis aer6bica se cosecharon como se indi- 
c6 en l a  secci6n anterior .  Las c&lu l a s  se rasparon de 10s f i l t r o s  
y se sometieron a h i d r 6 l i s i s  a lca l ina  para determinaci6n de pro- 
t e lna  en e l  sobrenadante (ver secci6n X. 4.). 
111. DETERMINACION DE LO5 NIVELES INTRA Y EXTRACELULARES DE ANPC~ 
\ 
111. 1. rrocesamiento de l a s  muest-ras para e l  ensayo de AMPc. 
Para l a  medici6n de 10s niveles  de AMPc i n t r a  y ex t race lu la r ,  
se obtuvo e l  mater ia l  como se indic6 en l a  secci6n I. 5). A 10s 
di fe ren tes  tiempos indicados l a s  muestras,por duplicado, se  f il- 
t r a ron  rapi.damente a trav&a de f i l t r o s  de membrana. Los f i l t r o s  
con l a s  c6 lu las  re ten idas  se sumergieron inmediatamente en 2,5 m l  
de C 1 H  0 , l  N y se  congelaron y descongelaron 3 veces par inmersi6n 
en un baPib de hie lo  aeco - etanol;  l a e  chlulas  se centrifugaron 
a  3.000 rpm durante 10 min y e l  precipitado ce lu l a r  obtenido ee 
u t i l i z 6  para l a  determinacihn de protefnaa. E l  eobrenadante se 
l l ev6  a  sequedad a  preai6n reducida y e l  residuo, diauelto en 
0,2 m l  de buffer  aceta to  de sodio 0,05 M, pH 6,2; , ee u t i l i z 6  pa- 
r a  l a  medici6n del  AMPc int racelular .  
Los f i l t r a d o s  obtenidos de l oa  mismos f rescos  de cul t ivo se 
u t i l i z a ron  para l a  determinacibn de 10s niveles  extracelularee  
d e l  nucle6tido cfc l ico .  Para e l l o  se tornaron alfcuotae de 4 m l  
de cada muestra, se calentaron 2  min a  lOOW y se centrifugaron 
a  2.000 x  g  durante 10 min. E l  aobrenadante obtenido ee pas6 por 
una colurnna de 0,52 x  12 cm de res ina  AGSOW-X8 (100 - 200 meah) 
3 en l a  forma H+ (3631, previamente cal ibrada con AMPCL H]. E l  nu- 
c leb t ido  c f c l i co  ee eluy6 con agua y e l  elufdo ee evapor6 a  se- 
quedad. E l  residuo, resuspendido en 0,2 m l  de buffer  acetato de 
sodio 0,05 M, pH 6,2; ,se u t i l i z 6  para l a  valoraci6n de l  AMPc ex- 
t race lu la r .  
La recuperaci6n del  nucle6tido c f c l i co ,  a1  f i n a l  de 10s pro- 
cesos de extraccibn descriptos,  se determi n6 agregando a1 c o m i e ~  
3  
so de cada proceso una cantidad conocida de AMPC[ H](15.000 cpm). 
La recuperaci6n osc i l 6  siempre en t re  e l  70 y e l  85%. 
111. 2. V a l o r a c i 6 n  del  AMPc de  l a s  m u e s t r a s  
E l  c o n t e n i d o  de  AMPc de  l a s  d i f e r e n t e s  mues t raa  se determint5 
empleando e l  metodo d e l  radioinmunoensayo ( R I A )  (364,365) u t i l i -  
zando 10s r e a c t i v o s  p r o v i s t o s  p o r  New England Nuclear.  Las  muea- 
t r a a  f u e r o n  p r e v i a m e n t e  a c e t i l a d a s  con e l  o b j e t o  de s e n s i b i l i z a r  
e l  ensayo (366). 
P a r a  c o n f i r m a r  que l a  s u s t a n c i a  medida p o r  e l  m6todo d e l  r a d i o -  
inmunoensayo e r a  e f e c t i v a m e n t e  AMPc, a l g u n a s  m u e s t r a s  tomadas a 1  
a z a r  s e  p r e i n c u b a r o n  a 30QC d u r a n t e  20 min con un exceso  de Ac-PDE 
de c o r a z 6 n  bovino.  La r e a c c i 6 n  se detuvo p o r  c a l e n t a m i e n t o  a lOOW 
d u r a n t e  2 min. L o s  t u b o s  se c e n t r i f u g a r o n  y 10s s o b r e n a d a n t e s  se 
a c e t i l a r a n  y s o m e t i e r o n  a 1  radioinmunoensayo,  
I V .  PREPARACION DE LOS EXTRACT05 ENZIMATICOS 
Todas l a s  o p e r a c i o n e s  se r e a l i z a r o n  e n t r e  0 y 4QC. 
I V .  1, P r e p a r a c i b n  de  e x t r a c t o s  de  10s d i s t i n t o s  e s t a d h s  de  l a  
m o r f o g g n e s i s  a e r 6 b i c a  
E l  m a t e r i a l  b i o l 6 g i c o  p r o v e n i e n t e  de 10s d i s t i n t o s  e s t a d f o a  se 
mol i6  e n  un m o r t e r o  p r e e n f r i a d o  con 0 , s  volGmenes de  b u f f e r  
Tris-C1H 50 mM, pH 7 , 5 ;  DTT 1 mM,(buffer A)  y 2 volGmenes de  a r e n a  
de mar h a s t a  que PO* l o  menos e l  90% de l a 8  c 6 l u l a a  e e t u v i e s e n  
r o t a s .  La r u p t u r e  c e l u l a r  se c o n t r o l 6  con e l  mic roecop io  b p t i c o ,  
cons ide rando  como c b l u l a  r o t a  a q u e l l a  que habfa  p e r d i d o  e l  con- 
t e n i d o  c e l u l e r .  S e  efladieron 2 volGmenes de  b u f f e r  A y l a  suspen- 
s i b n  se f i l t r 6  a  t r a v 6 s  de una m a l l a  de a c e r o  i n o x i d a b l e  de  50 p 
de m s l l a  apoyada s o b r e  un embudo ~ j c h n e r  a p l i c a n d o  una l e v e  
succ ibn ;  l a  a r e n a  r e t e n i d a  s e  l e v 6  con b u f f e r  A h a s t a  que e l  f i l -  
t r a d o  f u e s e  l$mpido. E l  f i l t r a d o  se u t i l i z 6  d i r e c t a m e n t e  como 
f u e n t e  de PDE. 
P a r a  medir  l a  a c t i v i d e d  e n z i m e t i c a  e x t r a c e l u l g r  s e  a iguieronP 
10s l i n e a m i e n t o s  g e n e r a l e s  de  Chang (341). Se  tomaron a l f c u o t a s  
de 20  m l  ,de medio d e  c u l t i v o  f i l t r a d o  p r o v e n i e n t e  de 10s d i s t i n -  
t o s  e s t a d l o s  d e l  d e s a r r o l l o  y a  cada  una se l e  a g r e g 6  2  m l  de bu- 
ff-er Tris-C1H 1 M, pH 7 , s  y 1 0  mg de  ESA. La p r o t e f n a  se p r e c i p i -  
t 6  h a s t a  80% de  a a t u r a c i b n  con  s u l f a t o  de amonio s 6 l i d o .  La s u s p e c  
s i b n  o b t e n i d e  se c e n t r i f u g 6  a  8.000 x g  d u r a n t e  20 min e n  una cen- 
t r f f u g a  r e f r i g e r a d s  S o r v a l l  RC-2, e l  p r e c i p i t a d o  se r e s u s p e n d i d  e n  
un volomen mfnimo de b u f f e r  A y s e  d i e l i z 6  c o n t r a  200 volfimenes 
d e l  mismo b u f f e r .  E l  d i a l i z a d o  se u t i l i z 6  como f u e n t e  de  enzima. 
IV. 2. Obtenc i6n  de  l a s  f r a c c i o n e a  a u b c e l u l a r e e  d e  m i c e l i o  
E l  p o l v o  d e  m i c e l i o  p r o v e n i e n t e  de un e u l t i v o  de  1 6  horaa  se 
nomogenizb e n  un homogenizador de  v i d r i o  t i p o  Ten-Broeck con 2  
volfimenes de b u f f e r '  A. A p a r t i r  de e s t e  e x t r a c t 0  t o t a l  a e  prepa- 
r a r o n  d i e t i n t a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  de l a  s i g u i e n t e  manera: 
e l  homogenizado se c e n t r i f u g 6  a  8.000 x g d u r a n t e  30 min y  se 
s e p a r a r o n  e l  p r e c i p i t a d o  .y e l  sobrenadante .  L a  f r a c c i b n  p r e c i p i -  
t a d a  (Pa) s e  l a v 6  con  e l  volumen o r i g i n a l  de b u f f e r  A y  s e  v o l v i 6  
a  c e n t r i f u g a r  a  8.000 x g. Se j u n t a r o n  ambos s o b r e n a d a n t e s  y  se 
c e n t r i f u g a r o n  a  100.000 x  g  d u r a n t e  60 min en una u l t r a c e n t r f f u g a  
Spinco L. E l  s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  c o n s t i t u y 6  l a  f r a c c i d n  SIOO y 
e l  p r e c i p i t a d o  l a  f r a c c i b n  PlO0. Los  p r e c i p i t a d o s  o b t e n i d o s  a  ba- 
j a  y  a  a l t a  v e l o c i d a d  de c e n t r i f u g a c i 6 n  (Pa y  PIOO r e s p e c t i v a m e n t e )  
s e  r e s u s p e n d i e r o n  p o r  s e p a r a d o  e n  e l  volumen o r i g i n a l  con b u f f e r  A 
y se l a v a r o n  doa  v e c e s  a n t e s  d e  s u  r e s u s p e n s i b n  f i n a l  e n  e l  mismo 
b u f f e r .  
I V .  3. P r e p a r a c i 6 n  de  10s e x t r a c t o s  p a r a  l a  p u r i f i c a c i 6 n ,  c a r a c t e -  
r i z a c i 6 n  y r e q u l a c i 6 n  de  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc 
La homogenizaci6n d e l  m i c e l i o  s e  l l e v 6  a cabo en  b u f f e r  
Tris-C1H 1 0  mM, pH 7,5 ;  EDTA 4 mM, 2-mercaptoetanol  2 mM, benzami- 
d i n a  20 mM ( b u f f e r  8). Cuando se t r a b a j 6  con pequefias c a n t i d a d e s  
de po lvo  de m i c e l i o ,  h a s t a  1 0  g,  s e  u t i l i z 6  un homogenizador de  
v i d r i o  t i p 0  Ten-Broeck y  d o s ' v o l u m e n e s  de b u f f e r  8; p a r a  c a n t i d a -  
d e s  mayores se u t i l i z 6  un homogenizador t i p o  Omni-Mixer,un volu-  
men de b u f f e r  B y d o s  voldmenes d e  p e r l a s  de v i d r i o  d e  75-150 pm. 
. ' I  
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La homogenizaci6n s e  r e a l i t 6  e n  ambos c a s o s  h a s t a  que por  l o  me- 
n o s  e l  90% de l a s  h i f  a s  e s t u v i e r a n  r e d u c i d a s  a  pequeRos t r o z o s  y. 
v a c i a s  de c i top lasma .  E l  e x t r a c t 0  o b t e n i d o  s e  c e n t r i f u g 6  a  8.000 
x  g d u r a n t e  20 min, s e  guard6 e l  sobrenadan te  y  e l  p r e c i p i t a d o  
s e  r e s u s p e n d i b  en  e l  volhmen o r i g i n a l  de b u f f e r  8 y  s e  v o l v i 6  a  
c e n t r i f u g a r  en  l a s  mismas c o n d i c i o n e s ;  s e  j u n t a r o n  10s sobrena- 
d a n t e s  y  se c e n t r i f u g a r o n  60 min a  100.000 x g. E l  sobrenadan te  
f i n a l  r e c u p e r a d o  c o n s t i t u y 6  l a  f r a c c i 6 n  SlO0. 
V. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS 
V. 1. Ensayo d e  l a  a c t i v i d a d  de l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc 
P a r a  l a  v a l o r a c i 6 n  de e s t a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a  s e  u t i l i z a r o n  
p r i n c i p a l m e n t e  d o s  metodoe, A y  8, que d i f  i e f e n  l a  f  orma de se- 
3 p a r a r  10s p r o d u c t o s  de l a  h i d r d l i e i s  d e l  AMPEL a e r n p l e a d o  como suz 
t r a t o .  Ocas iona lmente  s e  ensay6 l a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  con un te; 
cer metodo C en  e l  c u a l  no s e  u t i l i z a  s u s t r a t o  r a d i o a c t i v o .  
Metodo A. E s t e  metodo, u t i l i z a d o  de r u t i n a ,  es te  basado en l a  tee- 
n i c a  e n  d o s  e t a p a s  de Thompson y  Appleman (199) ;  e l  5' A M P [ ~ H ] ~ o ~ -  
mado p o r  l a  a c c i 6 n  de l a  Ac-PDE e n  l a  p r i m e r a  e t a p a  de  l a  r e a c c i 6 n  * 
3 
es  c o n v e r t i d o  e n  una segunda e t a p a  a  a d e n o s i n a c  HJ p o r  a c c i 6 n  dp 
un e x c e s o  de  f o s f  a t a s a  a l c a l i n a  o  d e .  veneno de s e r p i e n t e .  La valor= 
c i 6 n  de  l a  a d e n o s i n a  C3H) c o n s t i t u y e  una medida de l a  a c t i v i d a d  
de Ac-PDE. La a c t i v i d a d  de Ac-PDE se ensay6  en  una mezcla  que c o l  
t e n f a ,  e n  un volumen f i n a l  de 0 , l  m l ,  b u f f e r  Tris-ClH 5 0  mM, 
pH 7,s; C12Mn ( o  C12Mg cuando s e  i n d i q u e )  1 0  mM, 2-mercaptoetanol  
2 mM, BSA 5 0  p g ,  AMPC f 3 ~ ]  6-8. l o 4  cpm, AMPc no r a d i a c t i v o  - a  una 
c o n c e n t r a c i 6 n  que ,  a  menos que s e  i n d i q u e ,  f u e  de 5 p M  y  una d i l u  
c i 6 n  a p r o p i a d a  de  l a  p r e p a r a c i 6 n  enz imgt ica .  L a s  i n c u b a c i o n e s  s e  
r e a l i z a r o n  a  30QC d u r a n t e  20 min. 
La r e a c c i 6 n  se i n i c i 6  p o r  e l  ag regado  de  l a  f r a c c i 6 n  enzim6- 
t i c a  y  se de tuvo  p o r  inmers i6n  de 10s t u b o s  en  un bafio de agua a  
lOOW d u r a n t e  45  segundos. Luego que  l a  mezcla  a l c a n z a r a  l a  temp= 
r a t u r a  ambiente ,  se agreg6 a  c a d a  t u b 0  1,5 - 6 , 5  u n i d a d e s  de foa-  
f a t a s a  a l c a l i n a  o  15-30 p g  de veneno de  s e r p i e n t e  y  l a  mezcla se 
incub6 a  30QC d u r a n t e  1 0  min. La r e a c c i 6 n  se detuvo p o r  e l  agre- 
gado de  1 m l  de una s u s p e n s i 6 n  1:3 (v/v) de  r e s i n a  A G I  - X2 
(200-400 mesh) en  e t a n o l  50% c o n t e n i e n d o  a d e n o s i n a  0 , 2 5  M ,  p a r a  
d i s m i n u i r  l a  a d s o r c i 6 n  i n e s p e c f f i c a  d e l  n u c l e d a i d o  a  l a  r e e i n a  de 
i n t e r c a m b i o  (367,368). Los t u b o s  se mantuv ie ron  e n  un bafio de 
aqua-h ie lo  d u r a n t e  1 5  min con a g i t a c i 6 n  p e r i 6 d i c a ;  a 1  cabo de es- 
t e  t iempo l a  s u s p e n s i 6 n  s e  c e n t r i f u g 6  a  3.000 rpm d u r a n t e  5 inin. 
Del s o b r e n a d a n t e  s e  tom6 una a l l c u o t a  de 0 , 5  m l  y  s e  c o n t 6  l a  ra-  
d i o a c t i v i d a d  en  s o l u c i 6 n  c e n t e l l e a d o r a  e n  c o n t a d o r  de c e n t e l l e o  
l f q u i d o  ( v e r  s e c c i 6 n  X.7.). 
Mgtodo 8. E s t e  ensayo s e  u t i l i z 6  para  l a s  medidas de ac t iv idad  
enzimhtica  duran te  l a  m o r f o g ~ n e s i s  aer6bica y p a r a  e s t u d i a r  l a  
d i s t r i b u c i 6 n  s u b c e l u l a r  de l a  ac t iv idad  de Ac-PDE. Se e igu ie ron  
10s l i neamien tos  g e n e r a l e s  d e l  m h d o  A h a s t a  l a  segunda e t a p a  
3 de incubaci6n. La' adeno'sina HI s e  a i d 6  de acuerdo a1 procedi-  
miento de Hidaka y Asano (212); pa ra  e l10  s e  detuvo l a  r eacc i6n  
por e l  agregado tie 1 m l  de agua d e s t i l a d a  y l a  mezcla s e  a p l i c 6  
a una columna de 0 , 8  x 2 cm de r e e i n a  AG50W-X4 (200-400 mesh), 
Luego de l a  e n t r a d a  de l a  muestra, l a  r e s i n a  s e  l a v 6  con 1 5  m l  
3 de agua d e s t i l a d a  y l a  adenosina [ H] s e  e luy6 con 3 m l  de 
HONH4 4 M. E l  e lu fdo  s e  recogid  eobre 10 m 1  de so luc i6n  c e n t e l l e e  
dora  y s e  cont6 en contador  de c e n t e l l e o  l f q u i d o  ( v e r  secc i6n  X.7.). 
3 La r ec rpe rac i6n  de l a  adenosina HI de l a  columna de intercam_ 
h i o  c a t i d n i c o  o s c i l 6  siempre e n t r e  e l  80-851 y s e  l a  c a l c u l d  pasan  
,,do por  l a s  columnas una mezcla incubada en l a s  miemaa condicionee 
- 
per0 conteniendo 0 , l -0 ,3  nanomoles de adenosina t 1 4 c j  en l u g a r  da 
~ n d e ~ e n d i e n t e m e n t e  d e l  metodo u t i l i z a d o ,  t odos  10s ensayos s e  
l l e v a r o n  a cabo en condic iones  en l a s  c u a l e s  l a  ve loc idad  f u e  li- 
nea l  con e l  tiempo de incubaci6n y r e spec to  a l a  c a n t i d a d  de ex- 
t r a c t ~  enzimhtico.  En 10s ensayos de r u t i n a  l a  can t idad  de e x t r a s  
t o  s e  a j u s t 6  de t a l  manera que menos d e l  20% d e l  s u s t r a t o  fuese  
conver t ido  en  producto.  Los ensayos enzim6ticos  s e  l l e v a r o n  a ca- 
bo por  t r i p l i c a d o ,  r e p r e s e n t a n d o  10s v a l o r e s  o b t e n i d o s  e l  prome- 
d i n  de 10s mismos. 
En t o d o s  10s c a s o s ,  10s b l a n c o s  s e  p r e p a r a r o n  afiadiendo l a  
p r e p a r a c i d n  e n z i m e t i c a  a 1  f i n a l  de l a  p r i m e r s  e t a p a  de incubacibn.  
Las  v a l o r e s  de  10s b l a n c a s  nunca s u p e r a r o n  e l  2% de  l a  r a d i o a c t i -  
v idad  t o t a l  a p o r t a d a  p o r  e l  s u s t r a t o  r a d i o a c t i v o  y  l a s  incorpora -  
c i o n e s  mfnimas s u p e r a r o n  en  p o r  l o  menos t r e s  v e c e s  e l  v a l o r  de 
10s b lanco  s. 
3 Los r e s u l t  a d o s  se e x p r e s a r o n  'como p icomoles  de  AMPc L H 1 hi-  
d r o l i z a d o s  e n  20 min y  l a  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  como p icomoles  de 
AMPC[~H]  hidrol izados/min/mg de  p r o t e f n a ,  a  30QC. 
Metodo C. E s t e  metodo s e  u t i l i z 6  e n  algurtus e x p e r i m e n t o s  con e l  
o b j e t o  d e  d e t e c t a r  l a  p o s i b l e  e x i s t e n c i a  de Ac-PDE de b a j a  a f i n i -  
dad p o r  e l  s u s t r a t o .  Las  c o n d i c i o n e s  de i n c u b a c i d n  f u e r o n  l a s  m i =  
mas que l a s  d e l  metodo A, con l a  d i f e r e n c i a  que se u t i l i z 6  como 
s u s t r a t o ,  AMPc no r a d i o a c t i v o  a  una c o n c e n t r a c i 6 n  1 mM, y e l  v o l ~  
- 
men f i n a l  de  i n c u b a c i 6 n  f u e  0 , 5  m l .  En l a  segunda e t a p a  d e l  ensa-  
yo se a g r e g a r o n  6,5 u n i d a d e s  de f o s f a t a s a  a l c a l i n a .  La r e a c c i 6 n  
se de tuvo  p a r  e l  agregado de  0 , 0 5  m l  de una s o l u c i 6 n  d e  6 c i d o  t r i  
c l o r o a c e t i c o  55%, s e g u i d o  p o r  0 , 7 5  m l ' d e  agua y  0.15 m l  de una so 
l u c i 6 n  de  m o l i b d a t o  de  amonio a 1  2,5% e n  SOqH2 5 N. E l  p r e c i p i t a -  
do o b t e n i d o  s e  d e s c a r t 6  p o r  c e n t r i f u g a c i 6 n ,  e l  s o b r e n a d a n t e  se 1 '  I ' d  
d e c a n t 6  a  t u b o s  de ensayo l i m p i o s  y  en  a l f c u o t a s  a p r o p i a d a s  d e l  
mismo s e  v a l o r 6  e l  f o s f a t o  i n o r g h n i c o  producido p o r  e l  m6todo 
F i s k e  y  SubbaRow ( 369). 
- 
V. 2. Ensayo de l a  a c t i v i d a d  de l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc en  
geles  de p o l i a c r i l a m i d a  
P a r a  d e t e r m i n a r  l a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a  en  10s g e l e s ,  c a d a  
r o d a j a  d e l  g e l  ( v e r  s e c c i 6 n  I X  ) se incub6 d u r a n t e  2  h o r a s  a  
30QC con a g i t a c i 6 n  c o n s t a n t e  en  una mezcla  de  r e a c c i 6 n  que con- 
t e n f a ,  en  un volumen f i n a l  de  0 ,25  m l :  b u f f e r  Tris-C1H 50 mM, 
pH 7 , 5 ;  2-mercaptoetanol  2  mM, BSA 1 5 0 ~ 9 ,  C12Mn 1 0  mM, AMPc 1yM 
y  AMPc C ~ H ' J  1 , 2 . 1 0 ~  cpm. A 1  f i n a l  d e l  t iempo de i n c u b e c i d n  se to-  
maron a l f c u o t a s  de 0 , l  m l  de  e a d a  t u b o  y se p r o s i g u i 6  e l  ensayo 
de  Ac-PDE segGn 10s l i n e a m i e n t o s  d e l  m6todo A. 
U- 3- Ensayo de  1 a . a c g i v i d a d  de  1-a f o s f o d i e s t e r a s a  de GMPc. 
S e  u t i l i z 6  e l  mgtodo A d e s c r i p t o  a n t e r i o r m e n t e  reemplazando 
e l  AMPc C ~ H ~  p o r  GMPc L ~ H I  (1.10~ cpm) y a  una c o n c e n t r a c i d n  de  
este  n u c l e 6 t i d o  c f c l i c o  de 1 yMw La s u s p e n s i 6 n  de  r e s i n a  an i6n i -  
c a  u t i l i z a d a - c o n t e n f a  0 , 5  mM de  guanos ina  en  l u g a r  de 0 , 2 5  mM de  
adenosina .  
V. 4. Ensayo de l a  a c t i v a c i 6 n  de  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  de  AMPc p o r  
ATPI Mq y AMPc 
E l  e f e c t o  a c t i v a d o r  d e l  ATP.Mg y AMPc s e  e s t u d i 6  incubando 
10s e x t r a c t o s  con a c t i v i d a d  de Ac-PDE en  d i s t i n t a s  condiciones.  
,V.4.1. Ensayo d i r e c t o  de l a  a c t i v a c i 6 n  e n z i m g t i c a  
La mezcla de i n c u b a c i 6 n  c o n t e n f a ,  en  un volumen f i n a l  de 0 , l  
m l :  b u f f e r  f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetanol  
2  mM, C12Mg 1 0  mM, BSA 5 0  p g ,  ATP 0 , l  nM, AMPc 5 JIM y AMPc [ 3 ~ ]  
4  (6-8.10 cpm) y una d i l u c i 6 n  a p r o p i a d a  d e l  e x t r a c t o  enzim6tico.  
En a l g u n o s  e n s a y o s  se agreg6 q u i n a s a  de p r o t e i n a  ex6gena a  l a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  i n d i c a d a s  en  c a d a  exper imento .  E s t a  mezcla s e  
incub6  y p r o c e s 6  s i g u i e n d o  10s l i n e a m i e n t o s  d e l  m6todo A. Los 
c o n t r o l e s ,  no a c t i v a d o s ,  f ueron i n c u b a d o s  e n  l a s  mismas condi- 
c i o n e s  p e r 0  omi t i endo  e l  ATP de l a  mezcla  de  incubaci6n.  
V.4.2. Ensayo de l a  a c t i v a c i 6 n  e n z i m 6 t i c a  p o r  p re incubac i6n  
Se  p r e i n c u b a r o n  10s e x t r a c t o s  en  una mezcla  i g u a l  a  l a  d e l  
' ensayo  de  a c t i v a c i d n  d i r e c t o  p e r 0  o m i t i e n d o  e l  s u s t r a t o  r ad ioac -  
t i v o .  En a l g u n o s  c a s o s  e l  volumen f i n a l  de  l a  mezcla de p re incu-  
b a c i 6 n  se v a r i 6  de acuerdo  a  l a  c a n t i d a d  de e x t r a c t o  enz im6t ico  
u t i l i z a d o .  La p r e i n c u b a c i h n  se r e a l i z 6  a  30QC p o r  p e r l o d o s  de 
t iempo que v a r i a r o n  de 6 a  1 0  min, a 1  cab0 de 10s c u a l e s  l a  mez- 
c l a  se p r o c e s 6  p o r  d o s  m6todos d i f e r e n t e s ,  a  10s que se l lam6 a 2  
b i t r a r i a m e n t e :  
D i l u c i 6 n :  Luego de p re incubados ,  10s t u b o s  con ten iendo  l a  mez- 
. .  
, a 1  - 
c l a  de  r e a c c i 6 n  se c o l o c a r o n  e n  bafio de  h i e l o  y s e  f e s  agreg6 
1 0  pl de EDTR 0 , l  M; s e  tomaron a l l c u o t a s  convenien tes  de  l a  me2 
c l a  en l a 8  c u a l e s  s e  ensayd a c t i v i d a d  de Rc-PDE po r  e l  m6todo 
u t i l i r a n d o  a ~ n ~ +  coma c a t i 6 n  d iva l en t e .  La a l f c u o t a  de 18 mezcla 
de pre incubac idn  s e  e l i g i d  de t a l  manera que l a  concent rac idn  de 
10s agen te s  a c t i v a n t e s  quedara  d i l u l d a  por  l o  menos v e i n t e  veces  
en e l  ensayo de PDE. 
Su l f a to  de amonio. Los tubas conteniendo l a  mezcla de preincube- 
cesario,  BSA h a s t a  una concen t r ac idn  f i n a l  de 10 mg/ml y  4 v o l b e -  
n e s  de una s o l u c i d n  sa tu rada  y n e u t r a l i z a d a  de s u l f a t o  de amonio 
preparado e n  b u f f e r  f o a f a t o  de p o t a s i o  20 mM, pH 7 , 5 .  Se de jd  l a  
suspensibn e n  ban0 de h i e l o  1 0  min con a p i t a c i d n  p e r i d d i c a  y lue-  
go s e  c e n t r i f u g d  a  1 0 . 0 0 0 ' ~  g  d u r a n t e  20 min en c e n t r l f u g a  r e f r i -  
gerada. E l  p r e c i p i t a d o  s e  r e suspend id  en  e l  volumen o r i g i n a l  de  
l a  mezcla de  p re incubac idn  ( a  menos que se ind ique  l o  c o n t r a r i o )  
con b u f f e r  f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetanol 
2  mM y s e  tom6 una a l l c u o t a  p a r a  ensaya r  a c t i v i d a d  de Rc-PDE con 
J. 
V. 5. O t r o s  ensayos  enz im6 t i cos  
P a r a  l a  medida de  l a  a c t i v i d a d  de q u l n a s a  de p r o t e l n a  depen- 
d i e n t e  de AMPc (Ac-QP) se u t i l i z d  una mezcla  de i ncubac idn  qua 
- 
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c o n t e n f a  en  un volumen f i n a l  de 0 1  1 b u f f e r  T r i s - C 1 H  '50 mM, pH -1 
. u - 4 - - 7 ,5 ;  C12Mg 1 0  mM, 2-mercaptoetanol  2  mM, AMPc 5 p M ,  A T P [ ~  - 3 2 ~ ~  
f 
0 , l  mM (200 - 1000 cpm/pmol) e  h i s t o n a  1,s mg/ml, Cuando s e  m i d i 6  
* 
l a  c a p a c i d a d  d e l  e x t r a c t 0  de f o s f o r i l a r  s u s t r a t o  endbgeno, s e  om& 
- 
t i 6  l a  h i s t o n a  de  l a  mezcla de i n c u b a c i b n ,  L a s  incubacfones  s e  
. 
- 
r e a l i z a r o n  a  30QC d u r a n t e  1 0  min, a1 cab0  de  10s c u a l e s  s e  detuvo - Y,'< 
I. :: 
I . _  
- 1 l a  r e a c c i b n  p o r  e l  agregado de  20 ~1 d e  BSA de  50 rng/ml, segu idos  , 
-L 
de 1 m l  d e  Lcido t r i c l o r o a c 6 t i c o  10%. La s u s p e n s i d n  se c e n t r i f u g b  
5 min a  3,000 rpm e n  c e n t r f f u g a  c l l n i c a  y  se d e c a n t 6  e l  sobrena- 
dante .  E l  p r e c i p i t a d o  s e  r e s u s p e n d i d  e n  0 , 2  m l  de  P0,+HNaNH4 1 M y  
l a  p r o t e f n a  s e  r e p r e c i p i t 6  con 1 m l  d e  6 c i d o  t r i c l o r o a c 6 t i c o  1 0  %. . 
E l  p r o c e d i m i e n t o  de c e n t r i f u g a c i b n ,  r e e u s p e n s i b n  y  r e p r e c i p i t a c i b n  
a e  r e p i t i b  d o s  v e c e s  mLs.  La r e s u s p e n s i b n  f i n a l  se r e a l i z b  en  0 , l  
m l  de HOH 1 N. Se  sembr6 l a  t o t a l i d a d  de c a d a  m u e s t r a  en  un c u a d r s  
do d e  p a p e l  Whatman nQ 3 de 2  x 2  cm., que s e  s e c 6  b a j o  l6mpara i~ 
f r a r o j a ,  Los  p a p e l e s  s e c o s  se c o n t a r o n  e n  s o l u c i 6 n  c e n t e l l e a d o r a  
e n  un c o n t a d o r  de  c e n t e l l e o  l l q u i d o  Cver s e c c i b n  X m 7 m ) .  
La t 6 c n i c a  de a i s l a m i e n t o  de l a  p r o t e f n a  f o s f o r i l a d a  p o r  cen- 
t r i f u g a c i 6 n ,  d e t a l l a d a  a n t e r i o r m e n t e ,  e s  una m o d i f i c a c i b n  de l a  
d e s c r i p t a  p o r  Huo y Greengard (79). 
- 
Los b l a n c o s  de 10s e n s a y o s  se r e a l i z a r o n  agregando l a  f r a c c i b n  
e n z i m 6 t i c a  despufis d e l  6c ido  t r i c l o r o a c f i t i c o .  Los  v a l o r e s  de 10s 
b l a n c o s  o s c i l a r o n  e n t r e  400 - 2000 cpm dependiendo de  l a  a c t i v i -  
dad e spec f f  i c a  d e l  ATP [$ -32 P] u t i l i zado .  Las i n c o r ~ ~ l o n r e  
-+-. -
mfnimas superaron por  l o  menoe c u a t r o  veces  e l  va lor  d e l  blanco. 
- 
LOB r e s u l t a d o s  ee  expreearon como unidadee de quinaea de p r o  
I 
t e fna .  Una unidad s e  d e f i n i b  cbmo l a  can t idad  de enzima capaz de ' 
t r a n s f e r i r  un picomol de f o s f a t o  c3'p] a  l a  h i e tona  en  10  n in  en  
l a a  condic iones  d e l  ensayo standard.  
V. 5.2. Glucoea oxidaaa 
Pa ra  doear e s t a  ac t iv idad  enzimgtica  ee u t i l i z b  l a  t hcn ica  
de Hugget y Nixon (370) modificada. La mezcla de incubacibn con- 
t e n f a ,  en  un v o l h e n  f i n a l  de 1 , 2  m l :  1 5 0 ~ 1  de plucosa de 16 mg/ 
m l ,  9 0 0 f i l  de r e a c t i v o  de o -d i an i s id ina  preparado en e l  momento 
, con  1 m l  de o -d i an i s id ina  a1  1% en metanol y 50 pl de buf fe r  EEE- 
t a t o  de Na 1 M, pH 5; 30 ~l de so luc i6n  de peroxidasa de 10  mg/ml 
y Una a l f c u o t a  de l a  f r a c c i b n  a  ensayar.  Se incubb l a  mezcla de 
r eacc idn  a  37aC duran te  30-60 mins, h a s t a  l a  apa r i c ibn  d e l  co lo r ,  
y ae  midi6 l a  absorbanc ia  a  420 nm. Los blancos,  preparadoa e  in 
cubadoe en l a s  mismas condicionee,  ca rec fan  de l a  a l f c u o t a  e en- 
eayar. 
V. 5.3. Peroxidasa  
E s t a  a c t i v i d a d  enzimhtica  s e  ensay6 de acuerdo a  l a e  d i rec-  
t i v a s  d e l  Manual de Worthington (371). 
P a r a  l a  r e a c c i d n  se mezclaron 3 m l  de  H202 a 1  0,003% (prep= 
r a d a  f r e s c a  a p a r t i r  de una s o l u c i d n  madre de H20p 0,3%) con 20 
p1 de o - d i a n i s i d i n a  1% en metanol  ( p r e p a r a d a  f r e s c a )  y una a l f -  
L 
cuo$a de l a  p r e p a r a c i d n  a ensayar .  Luego d e  i n c u b a r  a 30aC du& 
t e  15 min, se l e y 6  l a  a b s o r b a n c i a  a  460 nm. P a r a  10s b lancos  se 
p r e p a r d  l a  misma mezcla de i n c u b a c i d n  s i n  e l  agregado de l a  a l l -  
c u a t a  a  e n s a y a r ,  y se incub6 en l a s  mismas cond ic iones .  
J. 5.4. Fosf  a t , a s a  a l c a l i n a  
P a r a  d a s a r  e s t a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a  se u t i l i z 6  l a  t b c n i c a  
de Garen y L e v i n t h a l  (372). La mezcla d e  i n c u b a c i d n  c o n t e n f a ,  en  
un volumen f i n a l  de  2 m l :  1 m l  de  una s o l u c i d n  O , O l %  'de p-ni t ro-  
f e n i l f o s f a t o  en  b u f f e r  T r i s - C 1 H  0 , l  M, pH 8 y una a l f c u o t a  da l a  
f racc ' i6n  a ensayar .  Luego de i n c u b a r  a  30QC d u r a n t e  15 min, s e  
m i d i 6  l a  a b s o r b a n c i a  a  410 nm, Los  b l a n c o s ,  p r e p a r a d o s  e incuba- 
d o s  e n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s ,  c a r e c l a n  d e  l a  a l f c u o t a  a  e n s a ~ a r l  ';I 
V I .  TECNICAS CROMATOGRAFICAS 
V I .  1. Cromatoqra f fa  e n  DEAE - c e l u l o a a  
La E A E - c e l u l o s a  a u t i l i z a r  s e  t r a t 6  p r e v i a m e n t e  coma 10 
i n d i c a n  P e t e r s o n  y S o r b e r  (373). La r e s i n a  r e g e n e r a d a  p o r  e s t e  
mgtodo s e  guard6 a 4QC en  agua d e s t i l a d a  o e n  e l  b u f f e r  de equi-  
l i b r i o  u t i l i z a d o  en  cada  caso. 
Las  columnas se sembraron manteniendo una r e l a c i 6 n  de 7  - 1 0  
mg de p r o t e i n a / m l  de r e s i n a  empaquetada y s e  l a v a r o n  con 1-2 vo- 
lGmenes de b u f f e r  de e q u i l i b r i o .  
. - 
La e l u c i 6 n  de l a  p r o t e i n a  se r e a l i z 6  u t i l i z a n d o  g r a d i e n t e s  
s a l i n o s  l i n e a l e s  con t inuos .  E l  volbmen t o t a l  d e l  b u f f e r  con e l  
c u a l  se e l u y h  l a  p r o t e i n a  f u e  de  1 0  v e c e s  e l  volhmen d e  r e s i n a  
empaquetada. Generalmente s e  r e c o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de  1 /10 d e l  
volhmen de  l a  r e s i n a  a  una v e l o c i d a d  de f l u j o  de  0 ,501  ml/min 
u t i l i z a n d o  un c o l e c t o r  de f r a c c i o n e s  au tom6t ico  marca G i l s o n ,  
modelo VFC. 
V I .  2. Cromatoqra f fa  en p a p e l  
Se  u t i l i z 6  l a  t e c n i c a  de c r o m a t o g r a f f a  d e s c e n d e n t e  e n  p a p e l  
Whatman nQ 1. Se u t i l i z a r o n  d o s  s f s t e m a s  de  s o l v e n t e s :  (1) 2-prg 
panol :  a c e t a t o  de  e t i l o :  amonfaco 13 M (59:29:16) (374) y  (2)  
e t a n o l :  6 c i d o  a c e t i c 0  1 M: a c e t a t o  de  amonio 1 M (75: 26: 41, pH 3 ,0  
(375) . 
V I .  3. Cromatoqra f fa  de a f i n f d a d  
S e  emplearon columnas de Azul 2-Agarosa e q u i l i b r a d a s  en  bu- 
t .  
f f e r  P i p e s  1 0  mM, pH 6,3; 2-mercap toe tano l  2  mM, g l i c e r o l  10% 
( b u f f e r  C). La m u e s t r a  s e  sembrb d i l u i d a  en  b u f f e r  C con ten iendo  
C12Mg 2 mM. E l  sembrado se r e a l i z 6  a una v e l o c i d a d  de f l u j o  no 
s u p e r i o r  a 0 , l  ml/min y l a  v e l o c i d a d  se mantuvo d u r a n t e  todo e l  
d e s a r r o l l o  d e l  cromatograma. E l  g e l  se l a v 6  con 4  volGmenes de 
- 
b u f f e r  C que c o n t e n f a  ClNa 0 , 2  M y l a  e c t i v i d a d  de Ac-PDE se e l 2  
y6 con 4  volGmenea de  b u f f e r  C con e l  agreQado de ClNa 0 , 2  M y  
AMPc 2  mM. Fina lmente  se pas6  p o r  l a  colurnna 3 volfimenes de una 
a o l u c i 6 n  de ClNa 1 M en b u f f e r  C. 
E l  volomen de l a s  f r a c c i o n e s  r e c o g i d a s  f u e  de aproximadarnen- 
t e  1 /20  volomen d e l  g e l .  Luego de  s e r  u t i l i z a d o ,  e l  g e l  se rege- 
n e r 6  segGn e l  metodo de  M o r r i l l  y c o l a b o r a d o r e s  (376) que consis -  
t e  e n  l a v a d o s  s u c e s i v o s  con s o l u c i o n e s  a c u o s a s  de u r e a  6  M y  
ClNa 2 M ( 4  vollrmenes cada  vez). E l  g e l  se conse rv6  a 4UC en  ClNa 
2  M y a n t e s  de  ser u t i l i z a d o  nuevamente se e q u i l i b r 6  con e l  b u f f e r  
c o r r e e p o n d i e n t e .  
VI. 4. F i l t r a c i 6 n  e n  q e l  de Sephadex E 2 0 0  
E s t a  t h c n i c a  se u t i l i z 6  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i b n  de  a l g u n o s  pa- 
rgrnet ros  h id rod ingmicos  y m o l e c u l a r e s  de  l a  Ac-PDE. 
S e  u t i l i z b  una colurnna de  Sephadex 6-200 de  1 , 7  x  60 cm equi-  
l i b r a d a  con b u f f e r  8. E l  volfimen d e  l a  m u e s t r a  sembrada f u e  de 1 m l  
y l a  colurnna s e  e l u y 6  con b u f f e r  de equilibria a  una v e l o c i d a d  de 
f l u j o  de  0 , 2 5  ml/min a 4nC. S e  r e c o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de 1 , 4  m l .  
E l  volQmen de excluai6n de l a  columna se  determini3 ut i l izan- 
do dextrano azul. Para ca l i b r a r  e l  ge l  se u t i l i z s ron  l a s  s i g u i e l  
t e s  prote inas  marcadoras: glucosa oxidasa (300 pg) ,  BSA (1 mg), 
perox'idasa (30 ~ g )  y citocromo C ( 3  mg). Se u t i l i z 6  l a  vitamina 
R12 como indicador de incluaibn t o t a l  en e s t e  gel. Loe marcada- 
r e s  se  valoraron como se indica en l a 8  secciones V.5, X.3 y X.4. 
A p a r t i r  de 10s volGmenes de eluci6n de cada protefna  ee de- 
termin6 e l  Hay de cada una de e l l as .  Este paremetro se  define cg  
mo l a  fracci6n de l  volbmen del  gel  que e s  accesible a1 soluto 
(377) y se puede ca lcu la r  por l a  reIaci6n: 
donde: Ve e s  e l  volinnen de eluci6n de l a  prote ina  en cuestibn, 
Vo e s  e l  "volumen muertoM de l a  columna o  e l  volQmen de eluci6n 
de una austancia que no penetra l a  faae  aolvente i n t e r i o r  a l a s  
par t fcu las  del  g e l  y Vt e s  e l  volwnen t o t a l  de l  gel. 
V I I .  GRADIENTES DE SACAROSA 
Esta tCcnica se  u t i l i z 6  en l a  pur i f icacidn,  es tudios  de re% 
laci6n y determinacibn del  coef ic iente  de sedimentaci6n y del  
coef ic iente  de di fus i6n de l a  Ac-PDE. Se preperaron gradientea de 
5 a 20% (p/v) de sacarosa en e l  buffer  que se indica  en cada caso. 
Los g r a d i e n t e s  s e  formaron,  a  t e m p e r a t u r a  ambiente  2 horas  a n t e s  
de ser u t i l i z a d o s ,  con 7  c a p a s  de  0 , 6 5  m l  cada  una de s o l u c i o n e s  
de  c o n c e n t r a c i 6 n  d e c r e c i e n t e  de  s a c a r o s a  en  t u b o s  de n i t r o c e l u l g  
s a  de 1 , 2  x  5 cm. L a s  m u e s t r a s  se sembraron en  volGmenes de 50 a  
200 p1 y  se i n c l u y 6  en a l g u n o s  c a s o s  una mezcla de l a s  s i g u i e n t e s  
p r o t e f n a s  marcadoras:  c i toc romo c  (1 mg), p e r o x i d a s a  (20  y g ) ,  f o ~  
f a t a s a  a l c a l i n a  (30  fig) y g l u c o s a  o x i d a s a  (100 pg) .  
La c e n t r i f u g a c i 6 n  de 10s g r a d i e n t e s  se l l e v 6  a  cab0 en  un ro- 
t o r  Beckman SW 50.1 a  38.000 rpm d u r a n t e  15 h o r a s  a  4QC. Se reco- 
g i e r o n  f r a c c i o n e s  de  0 , 2  m l  c a d a  una, hac iendo  s i f 6 n  con un c a t & -  
t e r  desde  e l  fondo  d e l  tubo. 
VIII. CALCULO DE ALGUNOS PARAMETROS HIDRODINAMICOS Y MOLECULARES 
DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc 
VIII. 1. C o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i 6 n  (S200 ) y c o e f i c i e n t e  de 
d i f u s i 6 n  (D20,& 
E s t o s  p a r e m e t r o s  s e  c a l c u l a r o n  a  p a r t i r  de  10s d a t o s  de cen- 
t r i f u g a c i 6 n  en  g r a d i e n t e  de  s a c a r o s a  de acuerdo  a  10s m6todos de 
Mar t in  y  Ames (378) y Thompson y c o l a b o r a d o r e s  (236) r e s p e c t i v a -  
mente. P a r a  e l l o  s e  g r a f i c a r o n  l a s  d i s t a n c i a s  r e c o r r i d a s  p o r  ca- 
d a  p r o t e f n a  marcadora  desde  e l  b o r d e  s u p e r i o r  d e l  g r a d i e n t e  en 
f u n c i 6 n  d e l  S20,w o  d e l  l o g a r i t m o  de  D Z O p w  de e s t a s  p r o t e f n a s  
(ver Tabla 4 ) .  De l a  re laci6n l i n e a l  obtenida en cada caso se ob- 
tuvo e l  valor de dichos par6metros para l a  Ac-PDE por interpola- 
ci6n en l a s  r e c t a s  respectfvas  conociendo l a  posicibn de l a  enzima 
C 
en e l  gradiente. 
VIII, 2, Radio de Stokes ( a )  
E l  valor de a  fue  calculado de 10s datos de eluci6n de l a  co- 
- 
lumna de Sephadex 6-200, De l a  relacitin l i n e a l  obtenida a1 graf i -  
car  e l  logaritmo negativo de 10s valores  de HaV elevados a l a  1/2 
versus 10s rad ios  de Stokes de l a a  p ro te fnas  marcadoras (Tabla 41,se 
o b t u v ~  e l  valor de a  para l a  PDE a p a r t i r  del valor de HaV de 
-- 
es t a  enzima (379). 
VIII. 3. Peso molecular (PM) 
Se calcul6 con 10s valores  S20,w y 1 segGn l a  ecuaci6n: 
Donde : YzO, e s  l a  viscosidad del  agua a  20QC (1,1w10-2 g/crn.seg), 
- 
v  e s  e l  volQmen especlf ico  pa rc i a l  (que se supone igual  a  0,725 
3 - cm /g, por t r a t a r s e  de una protefna soluble) ,  r20,w EB l a  densioaa 
3 del  agua a  20QC (0,98 g/cm y N e s  e l  nGmero de Avogadro 
(6,02 . loz3 ). 
VIII. 4. C o e f i c i e n t e  frictional ( f / fO)  
E l  c o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l  de  l a  Ac-PDE s e  ca lcul i3  u t i l i z a n d o  !$j~ L I 
I7 ?i 
10s v a l o r e s  de PM y - a  de acuerdo  a  l a  ecuac i6n  :. I 
- 
- 1 
VIII. 5. P a r e m e t r o s  h id rod in6micos  y rno lecu la res  de l a s  p r o t e f n a s  
marcadoras  
En l a  T a b l a  4 se resumen 10s coef  i c i e n t e s  de  sed imentac ibn ,  
r a d i o s  de S t o k e s ,  c o e f i c i e n t e s  de d i f u s i 6 n  y p e s o s  m o l e c u l a r e s  de  
l a s  p r o t e f n a s  marcadoras  u t i l i z a d a s  en  l a  c e n t r i f u g a c i h n  e n  g r e -  
d i e n t e s  de s a c a r o s a  y e n  l a  f i l t r a c i 6 n  p o r  Sephadex 6-200. En ca- 
da c a s o  se i n d i c a  l a  f u e n t e  b i b l i o g r e f i c a  de donde f u e r o n  o b t e n i -  
dos  d i c h o s  pa rhmet ros .  
TABLA 4 
Pargmetros h idrodinhmicos v molecularee de l a 8  p ro te fnae  marca- 
doras u t i l i z a d a s  
.- 
PROTEINA COEFICIENTE DE COEFICIENTE RADIO DE PESO 
SEDIMENTACION, DE DIFUSION STOKES MOLECULAR 
=20, w D20, w a 
(S) 7 2 (-10 cm /seg) (*A) 
- - - - - - 
Glucosa oxidasa 8,3 (380) 5.13 (380) 41,8 (*) 152 (380) 
Fo s f  a t  asa 
a l c a l i n a  
Perbxidasa 3,s (381) 
. 
Citocromo ~ ( 3 8 2 )  1,7 
(*I Los va lo res  d e l  r a d l o  de Stokes (a) se ob tuv ie ron  de l a  f 6 ~  
mula a = k T / ~ T ? ~ ~ , ~ ~ D ~ ~ , ~  tomada de Haga y colaboradores 
(382) u t i l i z a n d o  10s v a l o r e s  de 10s c o e f i c i e n t e a  de d i f u s i 6 n  
cor reg idos  (DpOgw) tahulados (377,380,381), dande k es l a  cons- 
t a n t e  de Boltzmann 720,w es l a  v i scos idad  d e l  ague a 2OQC y 1 
es 293 OH. 
I X .  ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
Las e l e c t r o f o r e s i a  se r e a l i z a r o n  a 4QC. 
Se u t i l i z 6  l a  t6cnica descr ipta  por Davis (383). Se prepar6 
un gel  de separaci6n (0,7 x 12 cm) de una composici6n de ac r i l a -  
mida de 7%. Se omitib e l  ge l  de concentraci61-1. 
- 
Los gelea se precorrieron 6 horas a 2 mA/tubo ut i l izando co- 
mo buffer  catddico T r i s - C l H ,  0,37 M pH 8,9-, 'para eliminar e l  pe; 
su l fa to  de amonio u t i l i z ado  en l a  polimerizaci6n. 
Se sembraron muestras de 0,2 m l  que contenfan, como m6xim0, 
0 , l  mg de protefna y 30% de g l i ce ro l  (v/v> mhs 5 p1 de azul de 
bromofenol a1 0,06 % (p/v). 
Se hizo c i r cu l a r  una corr iente  de 2 mA/tubo hasta que e l  co- 
lo ran te  indicador de l  f r e n t e  penetrara 1 cm en e l  ge l  y luego se 
elev6 l a  corr iente  a 4 mA/tubo durante aproximadamente 4 horae, 
tiempo en e l  cual  e l  colorante recor r i6  aproximadmnte 10 cm. 
Para v i sua l iza r  l a s  protefnas , los  ge les  ae tifleron durante 
una hora con una soluci6n de azul de comasina a1 0,25% (p/v) en 
metanol: 6cido acgtico (90: 10). E l  exceso de colorante se elimi- 
n6 por lavados con 6cido ac6tico:metanol:agua (75: 50:875)- La 
densitometrfa del  g e l  se  r ea l i z6  con un espectro densit6metro 
integrador Crudo CaamaRo. 
La act ivfdad de Ac-PDE se loca l iz6 ,  en geles  no teRidos, 
. J 
cortando e l  ge l  en rodajas  de 3 mm, En cada rodaja se determin6 
- . -  1 1  
l a  act ividad enzimetica como se indica  en l a  secci6n V. 2. 
X. OTRAS TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS ANALITICOS 
X. 1. I d e n t i f i c a c i 6 n  de 10s productos  de l a  reacci6n de l a  
f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc. 
Se u t i l i z e  l a  t e c n i c a  de c romatograf fa  en papel d e e c r i p t a  en 
l a  seccifin X.2. Los sobrenadantes  de l a s  df s t i n t a s  mezclas de in- 
cubaci6n de 10s ensayos de Ac-PDE de e x t r a c t o s  provenien tes  de aL 
gunos e s t a d f o s  de l a  morfog6nesis ae rdb ica  y 10s blancos co r r e spon  
d i e n t e s ,  s e  evaporaron a  sequedad a  temperatura  ambiente u t i l i z a n *  
do un evaporador r o t a t o r l o .  Los r e s i d u o s  s e  tomaron en 25 ~ 1 .  de 
agua d e s t i l a d a  y s e  sembraron en forma puntua l  en e l  orfgen d e l  
cromatograma. Se u t i l i z a r o n  como p a t r o n e s  i n t e r n o s  0 , l  p o l  de 10s 
s i g u i e n t e s  compuestos: AMPc, 5' AMP y adenosina pa ra  e l  s i s tema 2. 
A e s t a  mezcla s e  afiadi6 i n o s i n a  e  h ipoxant ing  cuando s e  u t i l i z 6  
e l  s i s t ema  1. 
Los cromatogramas s e  de j a ron  d e s a r r o l l a r  durante  una noche y 
luego s e  v i s u a l i z a r o n  10s marcadores b a j o  lhmpara u l t r a v i a l e t a  a  
254 nm. La zona co r r e spond ien te  a  l a s  d i s t i n t a s  manchas s e  co r t a -  
ron,  s e  colocaron en v i a l e s  con so luc ibn  c e n t e l l e a d o r a  y s e  c o n t g  
ron en  contador de c e n t e l l e o  l f q u i d o  ( v e r  secci6n X.7.). 
X. 2. Determinacibn de 10s v o i b e n e s  c e l u l a r e s  
La determinaci6n de 10s volfimenes c e l u l a r e s  s e  r e a l i z b  en 
l a s  e s p o r a s  y  e n  10s e s t a d f o s  p o s t e r i o r e s  d e l  d e s a r r o l l o  ae rbb i -  
co a n t e r i o r e s  a  l a  emis ibn  de 10s t u b o s  ge rmina t ivos .  P a r a  e l l o  
se m i d i e r o n  10s d i e m e t r o s  de l a s  c g l u l a s  en  cada  e s t a d f o .  Se  reg 
- 
l i z a G n  medic iones  de  30 c g l u l a s  de  cada  e s t a d f o  b a j o  microsco- + k j  1: 
p i n  b p t i c o  con 1.000 aumentos y con l a  ayuda de un o c u l a r  micro- 
mfitrico. Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  cada  e s t a d f o  se promediaron. 
X. 3. V a l o r a c i b n  de o t r o s  marcadores  de peso  m o l e c u l a r  
E s t o s  marcadores  f u e r o n  v a l o r a d o s  midiendo s u  a b s o r b a n c i a  a  
l a  l o n g i t u d  de onda 6p t ima  de c a d a  compuesto 
Dextrano a z u l  
Citocromo c 
Vitamina  Ell2 
X. 4. V a l o r a c i b n  de  p r o t e f n a s  
P a r a  l a  v a l o r a c i 6 n  de p r o t e f n a s  se u t i l i z a r o n  a l t e r n a t i v a m e n -  
t e  doe mfitodos: 
E l  mfitodo de  Loury y  c o l a b o r a d o r e s  (384) s e  u t i l i z b  de r u t i n a .  
La p r o t e f n a  de  l a s  m u e s t r a s  s o l u b l e s  f u e  p r e c i p i t a d a  con 6c ido  tri- 
c l o r o a c f i t i c o  en  una c o n c e n t r a c i 6 n  f i n a l  de  10% y  l u e g o  resuspend i -  
d a  e n  HONa 1 N. L a s  p r o t e f n a s  t o t a l e s  de c f i l u l a s  e n t e r a s ,  de 10s 
e x t r a c t o s  c r u d o s ,  y  de l a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  p a r t i c u l a d a s ,  
s e  d e t e r m i n a r ~ n  en  10s s o b r e n a d a n t e s  o b t e n i d o s  l u e g o  de h i d r n l i -  
t a r  l a s  muestres en HONa 1 N a l O O n C  durante 30 min. 
- 
E l  rnltodo de Bradford (385) se u t i l i z 6  como un m6todo r6pid0 
,: 
'para - es tud ia r  e l  p e r f i l  de l a s  protefnas en l a s  cromatograffas, 
l f  i l t r a c i ~ n e s  rnoleculares y gradientee de sacarosa. Par mbos d- I 
I 
Cados s e  empleb RSA como p ~ t r 6 n .  
X. 5. Purif icaci6n del  R H P C L ~ H ]  
Este nuclebtido radioectivo se pu r i f i c6  por pasaje a  t raves  
de una columna de 0,6 x 4 cm de reeina.AG5OW-X8 (100-200 mesh). 
Se sembraron 0 ,2  m l  del  nucle6tido c f c l i co  y l a  columna sr] ~ l u y 6  
con agua en porciones de 80 ~ 1 .  Una al fcuota  de l a s  fracciones 
obtenidas se cont6 para radiaactividad en mezcla centelleadora 
(ver  secci6n X. 7.). Se deacartaron l a s  t r e s  primeras fraccfones 
con radioactividad y l a s  s i e t e  res tan tea  se  junteron y evapora- 
ron a  sequedad en un evaporador ro ta to r io .  E l  residua se resus- 
-pdfldi6 en e l  volbnen o r ig ina l  con e tanol  50% y ae guard6 a  - 20UC 
fraccionado en a l fcuotas  de 50 p1 hasta e l  momsnto de s e r  u t i l i -  
zado. 
Se constat6 l a  pureza del  nucle6tido por cromatograffa en pa- 
pe l  u t i l izando e l  sistema 2  como solvente (ver secci6n VI. 2.1. 
Para l a  s f n t e s i s  de e s t e  nuclebtido radioactive se sigui6, 
en  l i n e a s  g e n e r a l e s ,  l a  t 6 c n i c a  de  Glynn y Chappe l l  (386) con 
l a s  m o d i f i c a c i o n e s  i n t r o d u c i d a s  p o r  Chang y  c o l a b o r a d o r e s  (387). 
Luego de  l a  e t a p a  de e l u c i 6 n  d e l  ATP [Y -32P] d e l  ca rbdn ,  l a  s o  -
l u c f 6 n  se l l e v 6  a  sequedad a  p r e s i 6 n  r e d u c i d a  a  t e m p e r a t u r a  am- 
b i e n t e ,  E l  r e s i d u o  se d i s o l v i 6  e n  e t a n o l :  0 , 2  mM EDTA ( l : l , v / v ) ,  
se d i v i d i 6  e n  a l f c u o t a s  y  se guard6  a  - 20QC. 
X, 7, C o n t a j e  de r a d i o a c t i v i d a d  
P a r a  e l  c o n t a j e  de l a s  m u e s t r a s  r a d i o a c t i v a s  s e  u t i l i z 6  un 
c o n t a d o r  de  c e n t e l l e o  l f q u i d o  marca Packard,  
L a s  m u e s t r a s  r e s u l t a n t e s  de  10s e n s a y o s  de fit-PDE s e  c o n t a r o n  
u t i l i z a n d o  d o s  mgtodos alternatives: (1) se u t i l i z 6  s o l u c i 6 n  cen- 
t e l l e a d o r a  de  Bray, L a s  m u e s t r a s  se c o n t a r o n  e n  v i a l e s  d e  v i d r i o ,  
con 1 0  m l  de  s o l u c i 6 n  c e n t e l l e a d o r a ,  Los  v i a l e s  se d e j a r o n  20 min 
en f r f o  p a r a  d i s m i n u i r  l a  a u t o a b s o r c i 6 n  a n t e s  de c o l o c a r l o s  e n  e l  
con tador ,  E s t e  mktodo s e  u t i l i z 6  cuando l a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a  
se de te rmin6  p o r  e l  m6todo B ( v e r  s e c c i 6 n  V , l . ) ,  ( 2 )  s e  u t i l i z 6  
s o l u c i 6 n  c e n t e l l e a d o r a  de  t r i t 6 n  X-100-tolueno (1:3 v/v). Las  
m u e s t r a s  se c o n t a r o n  e n  v i a l e s  d e  p l h s t i c o  c h i c o s  con 3 m l  de  so- 
l u c i 6 n  c e n t e l l e a d o r a ,  apoyados s o b r e  v i a l e s  de v i d r i o ,  E s t a  t 6 c n i  
- 
c a  s e  empled cuando s e  ensay6  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE con e l  m6to- 
do A ( v e r  s e c c i 6 n  V , l , ) ,  
Los cuadrados  de  p a p e l  con ten iendo  l a s  m u e s t r a s  de 10s ens+ 
yos  de  q u i n a s a  de ~ r o t e g n a ,  y  10s que s e  o b t u v i e r o n  l u e g o  d e l  
d e s a r r o l l o  de l a s  c r o m a t o g r a f l a s  en  p a p e l ,  s e  c o n t a r o n  en  3 m l  d e  
- 
s o l u c i b n  c e n t e l l e a d o r a  de t o l u e n o ,  u t i l i z a n d o  tambien v i a l e s  de 
La r a d i o a c t i v i d a d  d e l  [ 3 H l  se midi6  a  60% de g a n a n d i a  y  con 
una ven tana  de  50-1.000 d u r a n t e  un minuto, La r a d i o a c t i v i d a d  d e l  
[32P) y  d e l  p 4 C )  se midi6  con 25% de gananc ia  y con una v e n t a n a  
de 5 0 - ~ O d u r a n t e  un minuto,  
X I .  REACTIVOS UTILIZADOS 
Los s i g u i e n t e s  r e a c t i v o s  f u e r o n  a d q u i r i d o s  en  Sigma Chemical 
Company: f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc de  coraz6n bovino a c t i v a b l e  p a r  
ca lmodul ina ,  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  de E.coli  t i p o  111-5, p - n i t r o f e n i k  
f o s f  a t o  d i s b d i c o  ( s u s t r a t o  d e  l a  f o s f  a t a s a  a l c a l i n a ) ,  p e r o x i d a s a  
de rhbano p i c a n t e  t i p o  I, c i t o c r o m o  c de corazbn de  c a b a l l o  t i p o  
111, venenos  d e  s e r p i e n t e  (Ophiophaqus hannah y  C r o t a l u a  a t r o x ) ,  
t r i p s i n a t  de p a n c r e a s  bovino t i p o  111, i n h i b i d o r  de  t r i p s i n a  de  
c l a r a  de  huevo t i p o  111, i n h i b i d o r  de @nasa  de p r o t e l n a  depen- 
d i e n t e  de AMPc de  mdsculo de c o n e j o ,  ca lmodul ina  de c o r a z 6 n  bovi- 
no, se roa lbhmina  b o v i n a  c r i s t a l i n a  f r a c c i b n  V ,  h i s t o n a  t i p o  11-S 
de t imo de  t e r n e r a , ,  benzamidina,  Dextrano a z u l  (PM 2,000 HI, 
r e a c t i v o  de  Azul 2-agaroaa (1-4 p m o l  de r e a c t i v o  Azul 2/ml de  g e l ) .  
AMPc, GMPc, 5 '  AMP, ATP, adenos ina ,  h i p o x a n t i n a ,  i n o s i n a .  Imida- 
' zo l  ( g r a d o  I) ,  c a f e f n a ,  t e o f i l i n a  y  teobromina. Trizrna base ,  
P i p e s ,  EDTA, EGTA, DTT. S a c a r o s a  (g rado  I) ,  s u l f a t o  d e  amonio 
, (g rad0  111). .PPO, d i m e t i l  POPOP y T r i t 6 n  X-100. 
La g l u c o s a  o x i d a s a  de P e n i c i l l i u m  nota tum f u e  de Merck. 
E l  AMPc C 3 ~ ) ( a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  38 Ci/nmol),  e l  GMPc 
p a r a  l a  p r e p a r e c i d n  d e l  AT$?'$ f u e r o n  a d q u i r i d o s  en The 
Radiochemical  C e n t r e ,  Amersham. La adenosina[14~)(act iv idad es-  
p e c f f i c a  5 0  mCi/nmol) y  10s r e a c t i v o s  p a r a  e l  radioinmunoensayo 
f u e r o n  p r o v i s t o s  p a r  N e w  England Nuclear .  
La o - d i a n i s i d i n a  y  l a  a r e n a  de mar p u r i f i c a d a  con 6 c i d o  y  l a  
a c r i l a m i d a  f u e r o n  BDH; 
Bio Rad provey6 l a s  r e s i n a s  de i n t e r c a m b i o  AG1-X2 (200-400 
mesh), AG50W-X4 (200-400 mesh), AG50W-X8 (100-200 mesh). 
L a s  r e s i n a s  de  f i l t r a c i 6 n  m o l e c u l a r  Sephadex 6-25 y  6-200, 
f u e r o n  de Pharmacia  F i n e  Chemicals.  
La DEAE-celulosa f u e  de  S e r v a  ( S e r v a  DEAE-SS, c a p a c i d a d  0 , 7 1  
mEq/mg 1. 
E l  p a p e l  de f i l t r o  u t i l i z a d o  f u e  Whatman. Los f i l t r o s  de  mew 
b r a n a  HA 85 ,  poro  0,45 um f u e r o n  de  S c h l e i c h e r  y  SchGll.  
E l  TEMED y l a  His-acri lamida fueron de Eaetman-Hodak Co. 
E l  Azul de Comasina R 250 f u e  obtenido en Fluka. 
1 
LGs membranas de u l t r a f i l t r a c i 6 n  Minicon- B 15 fueron de nmicon 
Corporation. 
E l  r e s t o  de 10s r e a c t i v o s  f u e  de grado ana1ftic .o.  
RESULTADOS Y DISCUSION 
I* VALIDEZ DEL ENSAYO DE FOSFODIESTERASA 
A l o  l a r g o  de t o d o . e l  t r a b a j o  s e  u t i l i z a r o n  doe metodos para  
medir l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE, en e l  m6todo A s e  emplea una r e s i n a  
de i n t k c a m b i o  an idnico  pa ra  separar  l a  adenosina 
t o  s i n  r e a c c i o n a r  e l  c u a l  queda r e t en ido  en l a  r e s i n a ;  mien t r a s  
sue en e l  metodo B s e  u t i l i z a  una columna de intercambio c a t i 6 n i -  
1 1  co que r e t i e n e  l a  adenosina 3~ formeda y pasa de l a r g o  e l  AMPc 
L3H) s i n  r eacc iona r ,  pos te r iormente  l a  adenosina s e  e luye  con una 
soluci6n acuosa de amonlaco, 
Cuando se u t i l i z a  e l  metodo B pa ra  e l  dosa je  de l a  a c t i v i d a d  
enzimbtica e s  muy importante  v a l o r a r  en 10s e x t r a c t o s ,  sobre  todo 
si son poco p u r i f i c a d o s ,  l a  p re senc ia  de enzimas desaminantes pues  
l a  e l iminac i6n  de l a  carga  p o s i t i v a  de l a  mol6cula de adenosina 
hace que e s t a  no s e  r e t enga  en l a  r e s i n a  de intercambio c a t i b n i c o ,  
a consecuencia de l o  c u a l  hay una subestimaci61-1 de l a  a c t i v i d a d  e c  
zimhtica,  E l  camino metab6lico de l a  h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc en homo= 
nizados de t e j i d o s  s e  resume en l a  Figure 7. 
AMPc PDE 5' AMP (1) +Adenusin (2 )  w Adenina . L 
P i  f l i bosa  kNH3 ( 3 ) p N H :  ( 3 ) ~ ~ :  ( 3 ) F N H 3 '  4. (3) 
PDE IMPc - 5 1 IMP r e ~ n o s i n a  r Hipoxantina 
Ribosa 
(1): 5' nuc leo t idasa ;  (2) nucleosidasa;  (3)  desaminasa 
F iqura  7. Camino metab6l ico de l a  h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc en homogenizs 
dos  t o t a l e s  de t e j i d o s ,  resumido de Dedman y Means (388). 
Se i n v e s t i g 6  l a  p o s i b l e  e x i s t e n c i a  de a c t i v i d a d e s  de 5 '  nu- 
c l e o t i d a s a  y  desaminasas en e x t r a c t o s  c rudos  de t r e s  e s t a d f o s  de 
l a  morfoggnesis ae r6b ica  ( c u l t i v o s  de 4, 7 y  1 4  horas) ,  ya que, 
l a  p r e s e n c i a  de d i c h a s  a c t i v i d a d e s  en can t idades  s i g n i f i c a t i v a s  
- 
en 10s e x t r a c t o s ,  podr fa  i n v a l i d a r  e l  rngtodo B d e l  ensayo enz imi  
t i c o .  
Se ensay6 a c t i v i d a d  de Ac-PDE en a l f c u o t a s  de 10s e x t r a c t o s  
en l a  mezcla de incubaci6n s t anda rd  a  una concent rac i6n  de AMPc 
[3~]  de 1 0  JJM y s e  omi t ib  e l  segundo peso de l a  incubacibn. La 
r eacc i6n  s e  detuvo por  calentamiento como se i nd i c6  en l a  seccibn 
V.1. de M a t e r i a l e s  y M6todos. Los t u b o s  conteniendo l a  mezcla de 
r eacc i6n  s e  c e n t r i f u g a r o n  du ran te  1 0  min a  3.000 x  g  y  10s sobre- 
nadantes ,  decantados a  tubos  l impios ,  s e  evaporaron a  sequedad y  
s e  procesaron  como s e  i nd ic6  en l a  secc i6n  X.1. de Mate r i a l e s  y 
M6todos. Los productos  de l a  r eacc i6n  s e  r e s o l v i e r o n  por  cromato- 
g r a f f a  en pape l  con e l  s i s tema 2  ( v e r  M a t e r i a l e s  y  M Q ~ O ~ O S ,  s e c c i g  
n e s  VI.2 y X.1). E s t e  s i s tema sepa ra  e l  AMPc ' d e l  5'AMP y  a  ambos 
de 10s nuc le6s idos  y  bases  (adenosina,  i n o s i n a ,  e  hipoxant ina) ,  10s 
c u a l e s  c o r r e n  todos  con e l  mismo Rf .  Se determin6 que en  10s extra= 
t o s  e x i s t e  a c t i v i d a d  de n u c l e o t i d a s a  de 5IAMP ya que d e l  20% d e l  
AMPc [ 3 ~ )  h i d r o l i z a d o  s b l o  e l  30-35% apa rec i6  en l a  zona d e l  5IAMP 
pa t rdn  m i e n t r a s  .que e l  60-65% r e s t a n t e  apa rec i6  en l a  zona d e l  crg 
matograma co r re spond ien te  a  - 10s nucle6sidos.  
extractos ,  15s que se i n c u h a ~ n  y procesWcn coma se i n d i d  err& 
,bel sxeepto que se imluy6  l a  sagunda e t ~ a  de incubacidn [q(m qg 
ceso de P ~ e f  stsea a l c d 5 a .  h s  plmdwhoe de l a  .rearcibn ee re?& 
~ ~ t m  par ~ r n m ~ t o g r a f f a  en papel u t i l izendo e l  e i s t sna  1 (ver 
W&&iaZes y M L ~ O ~ O S  secciones V1.2 y X.1). Este siatarna no resue& 
ve <bien e l  ANPc tiel 5 ' W  , p m  ~19p-a .&laan antre a5 adenoaina, hi- 
npoxantkna e  4noeine. En .riin$'fin oarso l a  centidad .& $=&"a .mJ,s hi- 
;4 
*pmantltrra = ~ l t 6  mayor del  10% de l a  adentlsina fonseda. 
13e cscmrdd %-stins L~esuldtmdoa, ee cono lu~6  que l a  deaminacidn 
no es e ign i f i ca t i va  en eatos  oXi~rmntos, aimilarmente e l o  que oeurre 
en ex t rao tos  poco purif icados de mieello de m r e c r a s s a  (356) 
I y de Phycomvcae blekealeeanus (360). D e  e s t a  manera se confirm6 l a  
validez de l  ensayo de Ac-PDE cuandn ae u t i l i t 6  e l  m4todo B para 
wglerrer l a  act ividad enzfm6tica. 
I f .  ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE AMPc Y VARIACTONES DE L O 5  
UVELES DE AMPc DURANTE LA MORFOGENESIS AEROBIOA 
Dado que en todos 10s sistemas biol6gicos estudiados l a s  ac t i -  
vldades enztm6ticas que regulan l o a  n ive les  in t raoe lu l s res  de AMPc 
son l a  adenilato c ic laaa  y l a  f osf odies teraea  de AMPcj se estudiaran 
l a s  variaciones de l a  act ividad especff ica  de l a  Ac-PDE y s u  rela-  
c i6n  con 10s n i v e l e s  i n t r a  y A t r a c e l u l a r e s  de AMPc ouran te  e l  
c rec imiento  aer6bico  de M.rouxii. A 1  mismo tiempo s e  compararon 
con l a s  v a r i a c i o n e s  de ac t iv idad  e s p e c f f i c a  de a d e n i l a t o  c i c l a s a ;  
d i chos  v a l o r e s  se incluyen en este t r a b a j o  con e l  ob je to  de compg 
r a r l o s  con l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE y s e  reproducen de un t r a b a j o  
r e a l i t a d o  en e s t e  l a b o r a t o r i o  (184). 
E l  c u l t i v o  d e l  organism0 p a r a  e s t o s  ensayos se r e a l i z 6  como 
s e  i n d i c 6  en Mate r i a l e s  y MQtodos ( secc i6n  1.5). Las muestras ss . 
cosecharon a d i s t i n t o s  i n t e r v a l o s  de tiempa, s iendo  e l  t i m r r p U  to- 
t a l  de crecirniento de 24 horas. Los t iempos de cosecha de 10s 
d i s t i n t o s  e s t a d f o s  s e  f i j a r o n  teniendo en cuenta  por  observacibn 
microsc6pica de rnuestras tomadas e s t e r i l m e n t e ,  e l  momento en que 
e l  80% de l a  poblaci6n de c e l u l a s  t u v i e r a  l a  morfologfa requerida.  
Las morfologfas  que corresponden a 10s d i s t i n t o s  e s t a d f o s  d e l  c r g  
c imiento  e l e g i d o  se pueden observar  en  l a s  a b s c i s a s  de  l a s  F iguras  
1 .  
I .  
> A  - -  
8 y 9. E l  tiempo de apar ic i6n  de l a s  d i s t i n t a s  formas e s  va r i ab l e  . 2 
' ,  
y dependiente  de l a  can t idad  de in6cul0,  por  l o  que en  cada e x p e r l  
mento s e  i nocu l6  siempre l a  misma can t idad  de esporaa  en cada f r a ~  
6 
co (10 esporas/ml). A 1  cab0 de 10s t iempos ind icadoa  l a s  muestras 
se procesaron como s e  i nd ic6  en M a t e r i a l e s  y MQtodos ( secc ibn  IV.1) .  
En e l  g r b f i c o  de b a r r a s  de l a  F igu ra  0 s e  comparan l a s  var ia-  
c i o n e s  de l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c f f i c a s  de Ac-PDE y de a d e n i l a t o  c i -  
c l a s a  en func ibn  d e l  tiempo de c rec imiento  aer6bico.  Se observ6 que 
F i g u r a  8: ~ o r f o l o q f a ,  a c t i v i d a d e s  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  y Ac-PDE d u r a n t e  e l  
c rec i rn ien to  a e r 6 b i c o  
Los ensayos de A e D E  se  l levaron a  cabo por e l  metodo El segGn ee indicd 
en Materialee y Metodo5 (secci6n V.1.) ut i l izando extractoe crudos como 
fuente de enzim,a (secci6n IV.1.). La medida de act ividad de adenilato cA 
c lasa  de 10s miamos extractoe  fu6 rea l izada  por Ma. Leonor Cantore (184). 
Los resul tados  se  expresan como e l  porcentaje de l a  act ividad especffica 
respect iva  de 10s ex t rac tos  de esporas, que resul taron eer para l a  adenk 
l a t o  c i c l a s a  40 pmoles/mn/mg y para l a  Ac-PDE 30 pmoles/min/mg. Todaa 
l a s  determinaciones s e  l levaron a  cabo en condiciones de l inea l idad  res- 
pecto de l a  concentracibn enzim8tica. Los valores graficadoe repreeentan 
e l  promedio de cuatro experiment05 por separado. 
Ac-PDE: bar ras  l l enas ;  Adenilato c ic laea:  barras  vacfas. 
l a s  esporas s i n  germinar poseen 10s niveles  m6s a l t o s  de act ivi-  
dades especff icas  de adenilato c ic lasa  y de Ac-PDE: 40 y 30 pmoles 
de AMPc s inet izados  e hidrolizados por mg de protefna y por minuto, 
- 
respectivamente. A e s t a s  actividades especff icas  se l e e  aeign6 ar- 
bitrariamente e l  valor  100. Las act ividades especff icas  en 10s dis- 
t i n t o s  es tadfos  se expresaron como porcentaje de dichos valores. Se 
vi6 que durante l a  germinaci6n y hasta e l  estadfo de c6 lu las  esf6rL 
cas  disminuyeron ambas act ividades siendo m6s pronunciada l a  cafda 
de l a  act ividad especff ica  de l a  adenilato c i c l a sa  que l a  de l a  
Ac-PDE, asf a  l a s  2,5 horas de crecimiento l a s  ac t iv idades  especf- 
f i c a s  remanentes fueron e l  25 y e l  50% respectivamente. A p a r t i r  de 
ese momento l a  ac t iv idad eapecffica de l a  adenilato c i c l a s a  comenz6 
a  aumentar gradualmente y alcanz6 valores de l  75% en e l  estadfo de 
micelio joven, manteniendose en e s t e  n ive l  hasta e l  f i n a l  del  crecL 
miento. La act iv idad especffica de Ac-PDE no cambid s i g n i f l c a t i p  
J .  
mente luego de l a  caida i n i c i a l ,  manteniendo e l  valor alcanzado au- 
rante  l a  f a se  del  crecimiento exponencial y haata e l  f i n a l  del  de- 
sarrol lo .  
Los n ive les  de AMPc i n t r a  y ex t race lu la r  se midieron a  diferen- 
t e s  in te rva los  de tiempo durante e l  desar ro l lo  aer6bico. En l a  Figu 
r a  9 se  ve que l a  concentracibn de AMPc in t r ace lu l a r  permaneci6 ca- 
si constante, en un valor de aproximadamente 20 pmoles/mg de proteL .I 3 
na durante l a s  primeras t r e s  horas de germinaci6n, excepto por un 
TIEMPO (hs) 
Figura 9: Niveleh i n t r a  y ex t race lu la res  de AMPc durante l a  m o r f ~ d n e s i s  
Se inocularon eeporangiosporas cosechadas en e l  dfa, en f rascos  de 
cul t ivo individuales ( l o 6  esporas/rnl). A 10s tiempos indicados, l a s  
muestras se' procesaron por duplicado como se  describi6 en l a  secci6n 111.1. 
de Materiales y Mgtodos. Los n ive les  i n t r a  (a) y ex t race lu la res  (0) de M P c  
se midieron como se  indic6 en l a  aecci6n III,2. E l  crecimiento (A) se  expre- 
s6 como mg de protefnas/ml de cu l t ivo ,  La f lecha indica  e l  momenta en e l  
cual e l  80% de l a  poblaci6n habfa comenzado a emit i r  10s tubos germinativos. 
pequeRo aumento obse rvado  a  l a s  2 h o r a s  de c r e c i m i e n t o ,  p a r a  l u g  
go d e c a e r  g radua lmente  a l canzando  un mfnimo (10 pmoles/mg) a  l e a  
5-7 h o r a s  de d e s a r r o l l o .  E s  e n  este  momento cuando e l  80% de  l a  
pobfac i6n  c e l u l a r  comple t6  s u  t r a n s f o r m a c i 6 n  de  e s p o r a s  a  c e l u l a s  
e s f 6 r i c a s  y  comenz6 l a  a p a r i c i 6 n  de 10s t u b o s  ge rmina t ivos .  Luego, 
y  a  medida que e s t o s  s e  e longan ,  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de  
AMPc aumentaron con t inuamente  con r e s p e c t o  a  l a  p r o t e f n a  t o t a l  
i n d i c a n d o  s f n t e s i s  n e t a  de AMPc, La c a f d a  en 10s n i v e l e s  i n t r a c e -  - ' 
l u l a r e s  de  AMPc, que c o i n c i d e n  con una t r a n s i c i 6 n  d i f e r e n c i a t i v a  
d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o ,  f u e r o n  obse rvados  en  o t r o s  hongos a f i n e s  
a  M. r o u x i i :  M, racemoaus (31), M. n e n e v e n s i s  y M. mucedo (389) y 
B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s o n i i  (51). En e s t o s  c a s o s  l a  a p a r i c i d n  de  10s 
t u b o s  g e r m i n a t i v o s  e s t 6  p r e c e d i d a  p o r  una c a f d a  d r a m h t i c a  d e l  
AMPc i n t r a c e l u l a r ,  mantenigndose  e s t o s  n i v e l e s  b a j o s  d u r a n t e  e l  
c r e c i m i e n t o  v e g e t a t i v o .  Por  o t r o  l a d o ,  en  e s t a s  e s p e c i e s  hay un 
aumento muy s i g n i f i c a t i v o  d e  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de e s t e  
n u c l e 6 t i d o  d u r a n t e ' l a s  p r i m e r a s  h o r a s  de ge rminac idn ,  aumento que 
no se o b s e r v 6  e n .  M. r o u x i i .  
La f i g u r a  9 m u e s t r a  ademes que e l  AMPc e x t r a c e l u l a r  se acumuld 
en  e l  medio d e  c u l t i v o  d e s d e  10s p r i m e r o s  e s t a d f o s  d e  l a  germina- 
c i 6 n  s i g u i e n d o  un p e r f i l  similar a 1  de l a  c u r v a  de  c r e c i m i e n t o .  E g  
t o s  v a l o r e s  d e l  n u c l e 6 t i d o  c f c l i c o  probablemente  r e p r e s e n t e n  e l  
AMPc r e a l  e x p u l s a d o  de  l a s  c h l u l a s  ya  que no pudo d e t e c t a r s e  a c t i -  
vidad e x t r a c e l u l a r  de Ac-PDE en ninpfin matadfa d e l  oraaimlanto,  
a pesar de ensayer  c a n t i d e d r r  dm madla f i l t r a d o  qua cubr fsn  unm 
m p l i a  pams de concantracibn protmloa (dmtom quo no I. m u n o t ~ m n ) ~  
- 
b 
De 10s d a t p s  dr l a e  F ipuras  8 y 9 ea concluya que r x i s t e  unr 
c o r r e l a c i 6 n  b a s t a n t e  e s t r e c h a  o n t r e  lam n lvo lea  h n t r r o s l u l a r e a  
de l  nuc l eb t ido  c f c l i c o  y l o r  a m b i o a  d l  1 n r  matlvidrdrm H S ~ B ~ C L  
- .T 
. L -  
cae  de ambae ffnzimss. Estom d e t o s  eupleron quo d u r r n t r  l a  trrne$ 7 ~ e  
~ i d n  de l a p o r a s  a c6lulae1 eBfir ica .  .x ia te  una predonlnancita d@ 
l a  degradaci6n sobre l a  e l n t o s i r  dm1 AMPc. -A p a r t i r  de l a  rsrnioibn 
de 10s tuboa germinat ivua l a  r i tumcibn ma i n v i r r t r ;  r l o  I r r p a  de 
r s t a  per lodo  l a  d n t e a i r  d e l  nuclodt ido c l c l i c a  predrrmina robre  
su  dsgradaci6n,  10s n i v e l a a  dr AMPc sumentan gradualmanta s modi- 
da que l o 8  tuboa germina t ivos  sr r l r r g m ,  rloanzando una merot r 
a 1  f i n a l  de l a  f a a e  l o g a r f t m i c r  dm1 crecimionto,  La acumulmci6n t r 
t o t a l  d e l  W c  i n t r a  m6a e x t r e c a l u l a r  duran te  l a  faan  lopiwftmi- 
c a  no puede e x p l i c a r s r  o x c l u a i v m r n t r  p a r  esmbioa en lea a a t i v h m  . ., 
dades e s p e c i f i c a a  do l a  f a s f o d i r r t e r e ~ a  y de l a  mdeni l r to  ciolarm. . -. 
Tal vez l a  e i n t e a i e  e dregradacidn dra a l g t n  o t r a  companrntr d.1 
metabo l imo  del  WPc ( inh ib idarms  y/a a o t i v r d o r e r  da mber e a t i v i -  
ree e s t d n  a l t e r s d o s  duran te  l a  mr fog6na r i a .  
ci6n aer6bica de l a s  esporangiosporas no se  producen ~aftlbios s i g -  
n i f i ca t i vos  en l a s  actividades de Ac-PDE, pero sf en l a s  adenila- 
t o  c i c l a s a  y concluye que l a  concentraci6n i n t r ace lu l a r  de AMPC 
* 
en e s t a s  especies  e s  funci6n d i r e c t s  de l a  act ividad he adenilato 
c ic lasa .  
111, CONCENTRACION CELLILAR DE AMPc 
Se calcul6 l a  concentraci6n de AMPc por ce lu la  para quellos 
es tadfos  de l  crecimiento aer6bico en donde fue  posible medir 10s 
digmetros ce lu la res ,  asimilando groseramente e l  volumen de l a s  
ce lu l a s  a1 de una es fe ra ,  excepto en e l  caso de l a s  esporangiospo- 
r a s  .en donde e l  volumen ce lu la r  se asimil6 a1 de un e1ipsoi.de. Los 
es tadfos  de l  crecimiento considerados fueron desde esporangiospo- 
r e s  (t= 0 horas) hasta c6lulas  e s f e r i ca s  (t= 5 horas) que e s  un es- 
tadlo  an t e r io r  a1 de aparicibn de 10s tubos germinativos 
(t= 7 horaa). 
Se calcul6  l a  concentraci6n de AMPc por ce lu la  en cada estadfo. 
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* 
Las c l l u l a s  de 10s d i e t i n t a s  e s t a d f o s  se obtuvieron  de 10s culti- 
vos r e a l i z a d o s  pa ra  l a  morfog&nesis aerdbica.  ( a )  y (b)  10s v a l g  
r e s  s e  ob tuvieron  de 10s d a t o s  de l a  F igura  9. 
D e  10s v a l o r e s  de l a  t a b l a  s e  deduce que duran te  l a  marfog&- 
n e s i s  aerdbica ,  a1  menos en 10s e s t a d f o s  consideradas ,  l a s  var ia-  
c iones  d e l  AMPc son s i g n i f i c a t i v a s ,  ya que desde e l  e s t a d f o  de e s  
- 
p a r a  h a s t a  e l  e s t a d f o  de c 6 l u l a  e s f B r i c a  (t  4 h o r a s )  l a s  concen- 
t r a c i o n e s  de AMPc disminuyen en mbs de un loo%, considerando a1  
nuc led t ido  uniformemente d i s t r i b u i d o  en una so luc idn  acuosa; posi-  
blemente 10s n i v e l e s  de AMPc l i b r e s  Sean menores. Los v a l o r e s  o b t g  
n idos  son semejantes  a 10s h a l l a d o s  carno v a l o r  promedio para  c6lu- 
' I -  w:. . -t- 
i%.< I  
l j ,  '> \  
l a s  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  (75,266) y pa ra  c 6 l u l a s  de algunos 
hongos (50,511. 
IV. DXTRIBUCION SUBCELULAR DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc EN 
EXTRACTQS DE LA FORMA FILAMENTOSA 
S e  comenzd e l  e s t u d i o  de l a  c a r a c t e r i z a c i d n  de l a  Ac-PDE de 
k c o r  r o u x i i  ana l izando  s u  d i s t r i b u c i d n  en l a s  d i e t i n t a s  f r acc io -  
nes  s u b c e l u l a r e s  d e l  micel io .  
En cada f r a c c i d n  s u b c e l u l a r  ob ten ida  s e  midi6 l a  a c t i v i d a d  
e s p e c f f i c a  y t o t a l  de  l a  enzima. Para  10s c6 lcu los  de l a  a c t i v i -  
dad enzirn6tica se u t i l i z b  l a  zona l i n e a l  d e l  g r6 f i co  de a c t i v i d a d  
versus  l a  concent rac idn  de e x t r a c t o ,  observbndose p a r a  t o d a s  l a s  
f r acc iones ,  l i n e a l i d a d  h a s t a  una concentracidn de 100 ug de pro- 
te ina .  
La Tabla 6 resume 10s v a l o r e s  de l a 8  ac t iv idadea  e s p e c f f i c a s  
y t o t s l e s  m c o n t r a d o s  cuando s e  sometid 1 g de polvo de mice l io  
a 1  f r acc ionan ien to  a u b c e l u l a r  descr ip to .  Loa r e s u l t  ados son e l  
promedio de t res  experiment05 por  separado. Se observd que m6s 
d e l  65% de l a  a c t i v i d a d  de AMPc-PDE s e  encuent ra  en e l  sob renada l  
t e  postmicrosornal (SlOa), adern65 d icha  f r a c c i d n  f u e  l a  Gnica que 
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La act iv ided asociada EI l a  frsccidn Pa, probablemente cons- 
t i t u f d a  pox fregmentos da pared ce lu la r  con membranas asociadae, 
mernbranas provenientes de organelas t a l e s  como nficleos y mitg 
* 
crpndriae y t a l  vez por ce lu las  no tntdmerrke ro tas ,  permanecid 
cesivas L a u a ~ s  can buPfer I! ,  indicando que ceroe da l  302 de l a  
actLvictad .kcttal  de l a  Ac-PDE ea t6  aaociada a e s t a  f racc i sn  y no 
w. debs a contaminaci6n por e l  whrsnedante. La baja activided 
~ n z i n & t i c a  de l a  fraccidn micmeumal (Pio0) pueda s e r  in t r fnseoe 
d s  eaa f r a ~ a i h  o )  deberse a oontaminaci6n con e l  eobrenadante 
postmburomsl ,  ya que e l  lavado del PIOO re su l t6  diPicultoso de- 
bida a l  pequeflo volumen obtenido de e s t a  fracci6n. I 
1' 
I '  
Cuando se estudi6 l a  d is t r ibuci6n eubcelular de l a  enzima en I I 
eepnres del hongu, se encontr6 que el 65% de l a  act ividad de PDE 
e s t a  asociada a l a  f raccibn Pg, mientras que solo un 28% e s  e o l b  
ble. E ~ t a  dis t r ibuci6n puede explicasse par e l  gran porcentaje de 
pared y membranas ce lu la res  quo exis ten en eapmas  respecto de l a  
A 1  comparar l a  d is t r ibuci6n subcelular de l a  Ac-PDE de M.rouxfi 
con Is deecr ipta  por o t r o s  autores para o t r o s  hongos, se encuentre 
que hongos a f ine s  a Mucor poseen una die t r ibuci6n subcelular  eimi- 
-
l a r  de l a  fosfodiesterasa.  Asf en B1astocladie.lla emereonli l a  ma- 
yoria de l a  actfvidad de Ac-PDE e s  soluble (49) y en Phycomyees 
blakesleeanus l a  e s  e l  95% (360). En otgoe hongos no taxon6mica- 
mente relacionados a  M.rouxii se encontraron variaciones en cua; 
t o  a  l a  d is t r ibuci6n subcelular  de l a  Ac-PDE. As$ en Neurospora 
crassa l a  mayor pa r t e  de l a  actividad enzimhtica e s  soluble (1431, 
enScsharomyces ce rev is iae  e l  00% de l a  actividad e s  soluble (3541, 
en Phyearum polycephalum e l  90% de l a  actividad t o t a l  de Ac-PDE e s  
extracelular  y e l  10% in t r ace lu l a r  e s t6  part iculada en m6s de un 
80% (351) y en Dictyostelium discoideum en e l  estado de culminaci6n 
l a  mayorla de l a  ac t iv idad e s  soluble (390-1. 
En t e j i d o s  de mamfferos l a  situaci6.n e s  mhs compleja debido 
a  l a  exis tencia  de formas mt l t i p l e s  de l a  enzima (ver 1ntroducci6n 
secci6n IX.1.). En terminos generales l a s  formas de l a  Ac-PDE con 
ba ja  afinidad por e l  su s t r a to  son solubles, mientras que l a  de al- 
t a  afinidad e s  par t iculada (197,206-2081, 
V. ACTIVIDADES DE FOSFODIESTERASA DE AMPc y de GMPc EN EXTRACTOS 
SOLUBLES DE MICELIO 
Se determin6 l a  act ividad de Ac-PDE y de Gc-PDE en l a  fracci6n 
SIOO de micelio de Mucor rouxii.  Para l a  determinaci6n de embas a= 
t iv idades  enzim6ticas se  u t i l i z a ron  t r e s  concentraciones d i fe ren tes  
de cada nucledtido cfc l ico .  Los resultados obtenidos se  pueden ver 
en l a  Tabla 7. 
Tabla 7 
Act iv idades  de Ac-PDE y de Gc-PDE en l a  f r a c c i 6 n  SIOO 
AMPc o  GMPc 
Act i v idad  especf f i c a  
(pmoles/rnin/mg ) 
* 
Se ensay6 a c t i v i d a d  de Ac-PDE y de Gc-PDE en a l f c u o t a s  apro- 
p i a d a s  de l a  f r a c c i b n  SIOO obten ida  corno s e  i nd icb  en l a  secc i6n  
I V . 3  de Mate r i a l ee  y  M6todos. Arnbes a c t i v i d a d e s  enzirnhticas s e  
ensayaron con e l  rn6todo A ( s ecc iones  V.1. y V.3. de Ma te r i a l e s  
y  M6todos) a  l a s  concent rac iones  i n d i c a d a s  de cada nuc le6 t ido  
c f c l i c o  y  con Mg2+ o ~ n ~ +  como c a t i 6 n  d i v a l e n t e  a  una concen- 
t r a c i 6 n  de 10  rnM. 
Corno s e  v6, l a  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  de Ac-PDE e s  de 3  a  1 0  
veces  mayor que l a  de Gc-PDE, siernpre que 10s v a l o r e s  de a c t i v i -  
dades  se cornparen a  l a  rnisma concent rac i6n  de cada nuc le6 t ido  
c f c l i c o .  La rnagnitud de e s t a s  d i f e r e n c i a s  dependib de l a  concen- 
t r a c i 6 n  d e l  nuc l eb t ido  c f c l i c o  y  d e l  cat i f in  u t i l i z a d o .  
V.1. P e r f i l  de e l u c i 6 n  .de l a s  a c t i v i d a d e s  de f o s f o d i e s t e r a s a  de 
AMPc y de GMPc en colurnna de DEAE-celulosa 
ge i n v e s t i g 6  l a  e x i s t e n c i a  de forrnas rnGl t ip les  de l a  PDE en 
l a  f r a c c i d n  SIOO de  m i c e l i o  con e l  o b j e t o  de c a r a c t e r i z a r  mejor 
l a ( s )  a c t i v i d a d ( e s )  de PDE de e s t e  organismo, P a r a  e l l o  se u t i -  
l i z 6  l a  t e c n i c a  de c ro rna togra f fa  e n  DEAE-celulosa e pH 6 desa- 
r r o l l a d a  p o r  R u s d  y  c o l a b o r a d o r e s  (211) p a r a  s e p a r a r  l a s  f o r -  
mas m G l t i p l e s  de f o s f o d i e s t e r a s a  de n u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s  p r e s e l  
t e a  e n  hfgado de  r a t a .  E s t a  t e c n i c a  es una de  l a s  m6s u t i l i z a d a s  
p a r a  l a  s e p a r a c i 6 n  f f s i c a  de l a s  d i s t i n t a s  f o r m a s  de PDE en t e a  
d o s  s u p e r i o r e s .  Aderngs de s e r  una t b c n i c a  s e n c i l l a  p rovee  un 
buen metodo de  comparaci6n con 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p o r  o t r o s  
a u t o r e s  u t i l i z a n d o  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  (212,233,234,  A). 
La c r o m a t o g r a f f a  e n  DEAE-celulosa de l a  f r a c c i d n  SIOO d i a l i z a -  
da  d i 6  como r e s u l t a d o  e l  p e r f i l  de e l u c i 6 n  d e  l a s  a c t i v i d a d e s  de 
f o s f o d i e s t e r a s a  que se m m s t r a n  e n  l a  F i g u r a  1 0 -  
Se  o b s e r v a  que l a  a c t i v i d a d  d e  Gc-PDE e l u y 6  como un p i c 0  s im6- 
t r i c o  a  una c o n c e n t r a c i 6 n  de 0 , 1 5  M de  a c e t a t o  de Na, acornpaflad6 
p o r  un p i c 0  de proteins. La r e c u p e r a c i b n  d e  l a  a c t i v i d a d  de Gc-PDE 
f u e  so lamente  de  15% con r e s p e c t o  a  l a  a c t i v i d a d  sembrada en  l a  
columna. La a c t i v i d a d  de Ac-PDE tambign e l u y 6  como un finico p i c o  
s i m b t r i c o  a  una c o n c e n t r a c i 6 n  s a l i n a  mayor ( 0 , 4  M de  a c e t a t o  de  
F i q u r a  1 0 :  
~ r o m a t o q r a f f a  e n  columna d e  DERE-celulosa de  l a  f r a c c i 6 n  - 
S d e  m i c e l i o  
S e  sembr6 1 0 0  mg d e  p r o t e f n a  de  l a  f r a c c i 6 n  S d i a l i z a d a  c o n t r a  b u f f e r  . 
T r i s - a c e t a t o  30  mM,pH 6 ;  2 - m e r c a p t o e t a n o l  4 mhoOen una co lumna de  DEAE c e l u  
l o s a  d e  1 0  m l  e q u i l i b r a d a  e n  e l  mismo b u f f e r .  La columna s e  l a v 6  con 20 m l -  
de  b u f f e r  y  l a  p r o t e f n a  s e  e l u y 6  con  1 0 0  m l  d e  un g r a d i e n t e  l i n e a l  de  a c e t a -  
t o  de Na 0-1M p r e p a r a d a  e n  e l  b u f f e r  d e  equilibria. L a s  demes c o n d i c i o n e s  
f u e r o n  d e s c r i p t a s  e n  Mat.y MLt.(secc.VI.l .) .  La a c t i v i d a d  d e  RE-PDE s e  e n s  
y6 e n  a l f c u o t a s  d e  2 5  p1 a  l (0)  y 10(0)  JJM d e  A M P C [ ~ H ) .  La a c t i v i d a d  de  % 
Gc-PDE s e  e n s a y 6  e n  a l f c u o t a s  de  40  p1 a  0 , 2  JJM d e  GMPc [ 3 H ]  ( 4 ) -  La l f n e a  
o u n t e a d a  i n d i c a  e l  p e r f i l  de  e l u c i 6 n  d e  l a  ~ r o t e f n a .  
. 
. - 
Na) independ ien temente  que l a  a c t i v i d a d  enz imf i t i ca  se e n s a y a r a  
a  1 o  1 0 p M  de s u s t r a t o .  No s e  pudo d e t e c t a r  a c t i v i d a d  de  Ac-PDE 
en  n inguna  f r a c c i 6 n  de l a  columna cuando se ensay6 l a  a c t i v i d a d  
e n c i m g t i c a  p o r  l a  l i b e r a c i 6 n  de f o s f a t o  i n o r g e n i c o  a  una concen- 
t r a c i 6 n  de s u s t r a t o  no radioactive de  1 mM. La r e c u p e r a c i 6 n  de 
l a  a c t i v i d a d  de  l a  Ac-PDE f u e  d e l  75-80% r e s p e c t o  de l a  a c t i v i -  
dad sembrada. E l  p i c o  de a c t i v i d a d  d e  Ac-PDE r e c r o m a t o g r a f i a d o  
I 
e n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  a n t e r i o r e s  v o l v i 6  a  e l u i r  en l a  misma 
p o s i c i 6 n  ( d a t o s  que  no s e  muest ran) .  .No se d e t e c t 6  a c t i v i d a d  
f o s f o d i e s t e r f i s i c a  e n  l a s  f r a c c i o n e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a 1  l a v a d o  
de l a  columna. 
V-2, E f e c t o  d e l  GMPc s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  f o s f o d i e s t e r a s a  de  
AMPc 
-
En p r i n c i p i o ,  de  l a  o b s e r v a c i 6 n  d e l  p e r f i l  de e l u c i 6 n  de  l a  
F i g u r a  1 0 ,  r e s u l t a  o b v i o  que l a  a c t i v i d a d  de  PDE que e l u y 6  a 
una c o n c e n t r a c i 6 n  s a l i n a  de 0 , 4  M de  a c e t a t o  d e  Na e s  e s p e c l f i -  
c a  p a r a  l a  h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc, a 1  menos a l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de  
GMPc u t i l i z a d a  ( 0 , 2  JJM), S i n  embargo p a r a  conf i r m a r  10s r e s u l -  
t a d o s  s e  ensay6 e l  e f e c t o  de c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de GMPc 
no r a d i a c t i v o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de  Ac-PDE d e l  p i c 0  o b t e n i d o  de  
l a  columna. Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se g r a f i c a n  e n  l a  F i g u r a  
11- S e  o b s e r v a  que  p a r a  l o g r a r  una i n h i b i c i 6 n  d e l  32% d e  l a  
GMPc [ JJM 1 
Fiqura  11: Efec to  d e l  GMPc sob re  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE 
Las f r a c c i o n e s  l i m i t a d a s  por l a  b a r r a  en  l a  f i g u r a  1 0  (18 m l )  s e  junta-  
r o n  y d i a l i z a r o n  c o n t r a  b u f f e r  T r i s - ace t a to  30. mM, pH6; 2-mercaptoetanol 4 mM. 
P a r a  concen t r a r  l a  a c t i v i d a d  enz imgt ica  e l  d i a l i z a d o  s e  sembr6 en una columna 
de  DEE-celulosa de 1 m l  e q u i l i b r a d a  con e l  b u f f e r  de d i 6 l i s i e .  La columna se 
l a v 6  con 2 v o l h e n e s  de b u f f e r  de  equilibria y l a  p ro t e fna  ae e luy6  con e l  
m i a m  b u f f e r  conteniendo 0,8 M de a c e t a t o  de Na. Se r eco  i e ron  f r a c c i o n e s  de 
0.1 m l  y se ensay6 a c t i v i d a d  de Ac-PDE a 1 p M  de AMPc [ 3 ~  en a l f c u o t a e  de 
segunda DEAE-celulosa f u e  d e l  10096, 
cada  f racc i6n .  Se jun ta ron  l a s  f r a c c i o n e s  con a c t i v i d a d  nr imbt ica  (1 m l )  
y se d i a l i z a r o n  c o n t r a  b u f f e r  A, La recuperac i6n  de l a  a c t i v i d a d  de e s t a  
D e  l a  f r a c c i 6 n  r e s u l t a n t e  s e  a c t i v i d a d  de Ac-PDE en a l f c u o t a s  de 
10 yl  a una concentracidn de de 1 0  JJM y ~ n ~ +  10  mM y en p r e s e n c i a  
de concent rac iones  c r e c i e n t e s  de 
h i d r d l i s i s  d e l  AMPc f u e  n e c e s a r i o  a l c a n z a r  e n  e l  ensayo una 
c o n c e n t r a c i d n  de GMPc 1 0 0  v e c e s  s u p e r i o r  a  l a  d e l  AMPc 
De 10s r e s u l t a d o s  de  l a  Tab la  7 y de l a s  F i g u r a s  10 y 11 se 
.puede c o n c l u i r  que: 
a) La a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  d e  Gc-PDE de e x t r a c t o s  s a l u b l e s  de  
M.rouxii es de 3 a  1 0  v e c e s  menor que l a  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  de  
Ac-PDE a  t o d a s  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de n u c l e 6 t i d o  c f c l i c o  ensaye-  
dae. 
b) L a s  d o s  a c t i v i d a d e s  de  f o s f o d i e s t e r a s a  p a r e c e n  s e r  d a s  e n t i d a -  
d e s  d i f e r e n t e s  ya  que: 1) se s e p a r a n  en  columna de DEAE-celulosa, 
2)  c a d a  a c t i v i d a d  es  e s p e c f f i c a  p a r a  s u  r e s p e c t i v o  n u c l e 6 t i d o  c f -  
c l i c o ,  3) a j u z g a r  p a r  l a s  r e c u p e r a c i o n e s  de  ambas a c t i v i d a d e s  
l u e g o  de  l a  c r o m a t o g r a f l a  e n  DEAE-celulosa, l a  a c t i v i d a d  de Gc-PDE 
s e r f a  menos e s t a b l e  que l a  d e  Ac-PDE, 4 )  ambas a c t i v i d a d e s  enzim6- 
t i c a s  p r e s e n t a n  un r e q u e r i m i e n t a  d i f e r e n c i a l  p a r a  10s c a t i o n e s  en- 
sayados ,  a s f  l a  Gc-PDE Punciona  igua lmente  b i e n  con i o n e s  Mg2+ o  
~n '+ ,  m i e n t r a s  que  e l  Mn2+ r e s u l t 6  2 a  3 v e c e s  m6s e f e c t i v o  que e l  
~ g ' +  p a r a  l a  h i d r d l i s i s  d e l  AMPc p o r  srl enrima. 
V I .  PURIFICACION PARCIAL DE LA A C T I V I D A D  DE FOSFODIESTERASA DE 
AMPc SOLUBLE 
L'e es t r a t eg i a  de purif icaci6n seguida en e l  preaente estudio 
tuvo como objet ivo l a  separacibn de l a  act ividad de Ac-PDE s o l 2  
ble  de micelio de Mucor rouxi i  de l a  mayor cantidad posible de 
o t r a s  proteinas,  poniendo especia l  Qnfas ia  en l a  aeparaci61-1 de 
l a  act ividad de Ac-QP, qua como ae verfi m f i s  adelante par t i c ipa  
directamente en e l  praceso de act ivaci6n de l a  PDE. 
Se pa r t i b  de 20 g de polvo de micelio, y se preparb l a  frac- 
cibn SloO como se indicb en Materialee y M B ~ O ~ O S  (secci6n IU.3.). 
Se obtuvieron 46 m 1  de SIOO l a  cual  ae consider6 coma primera 
etapa de purificaci6n. Se incluy6 benzamidina 20 mM en e l  buffer 
de homogenizacibn con e l  obje to  de minimizar e l  d e c t o  de pro- 
teaaaa Celulares. Como se ver6 m6s edelante,  l a  p ro t eb l i s i s  li- 
mitada de l a  Ac-PDE .de e s t e  hongo produce una f  orma enzim6tica 
que presenta mayor act ividad que l a  de l a  forma no proteolizada 
de l a  enzima e  inseneible a  l a  act ivacibn por fosfori lacibn.  
2.- Fraccionamiento con su l f a to  de amonio 
La fracci6n SlO0 obtenida en e l  paso an te r io r  ee l lev6 a  55% 
ae saturacibn con una soluci6n de su l f a to  de amonio saturada y 
n e u t r a l i z a d a  (pH 7). La suspens i6n  o b t e n i d a  s e  c e n t r i f u g 6  a  
8.000 x  g  d u r a n t e  20 min, s e  d e s c a r t 6  e l  sobrenadan te  y 81 precl, 
p i t a d o  se guard6 a  -20QC. En e s t a s  c o n d i c i o n e s  l a  enzirna a e  con- 
s e r v a  d u r a n t e  v a r i a s  sernanas e i n  p g r d i d a  a p r e c i a b l e  de a c t i v i d a d .  
E s t a  e t a p a  de p u r i f  i c a c i 6 n  f u6 buena como t a l ,  ya  que s e  sepa- 
I 
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dad f u e  d e l  o rden  d e l  80%. 
3.- Cromatoqraf f a  en  DEAE-celulosa 
E l  p r e c i p i t a d o  o b t e n i d o  e n  l a  e t a p a  a n t e r i o r  se r e s u s p e n n i o  
en  un volumen rnfnirno de b u f f e r  8, o b t e n i 6 h d o s e  4 , 3  r n l  de  e x t r a c -  
t o  ( f r a c c i 6 n  de  s u l f a t o  de arnonio), que c o n t e n f a  174  mg de pro- 
t e f n a ,  y  se cromatograf  i 6  e n  una colurnna de DEAE-celulosa de 1 , 4  x 
1 6  cm e q u i l i b r a d a  e n  b u f f e r  8. P a r a  b a j a r  l a  f u e r z a  i 6 n i c a  Y 
p e r m i t i r  l a  a d s o r c i 6 n  de l a  rnues t ra  a  l a  r e s i n a  se u t i l i z a r o n  
d o s  rngtodos alternatives: a )  l a  f r a c c i 6 n  de s u l f a t o  de arnonio se 
d e s a l 6  p o r  p a s a j e  a  t r a v h s  de una colurnna de Sephadex 6-25 equi-  
l i b r a d a  con b u f f e r  8 con ten iendo  g l i c e r o l  20% (v/v)  o  b)  l a  rnueg 
t r a  se  sembr6 d i l u i d a  en  b u f f e r  8 e n  p o r c i o n e s  de 40 m l  de  rnodo 
de  o b t e n e r  una c o n c e n t r a c i b n  de  p r o t e f n a  de 1 rng/rnl. Luego d e l  
aernbrado, l a  colurnna ee l a v 6  con un vol tmen de  b u f f e r  de e q u i l i -  
b r i o  y s e . d e s a r r o l l 6  l a  c r o m a t o g r a f f a  con un g r a d i e n t e  l i n e a l  de 
ClNa e n t r e  0-0,45 M p r e p a r a d o  e n  b u f f e r  de  e q u i l i b r i a .  
L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s e  g r a f i c a n  en  l a  F i g u r a  12. Se ob- 
s e r v 6  un s o l o  p i c o  de a c t i v i d a d  de  Ac-PDE que e luy6  a  una concen 
-
t r a c i 6 n  d e  ClNa de 0 ,25  M y que co-c romatogra f i6  con e l  p i c o  de 
a c t i v i d a d  de  Ac-QP. La F i g u r a  1 2  m u e s t r a  un p e r f i l  t f p i c o  de e l 2  
c i 6 n  de  ambas a c t i v i d a d e s  e11zim6ticas.  
L a s  f r a c c i o n e s  l i m i t a d a s  p o r  l a  b a r r a  e n  l a  F i g u r a  12 ,  s e  j u l  
t a r o n  y  c o n c e n t r a r o n  por  p r e c i p i t a c i b n  con s u l f a t o  de amonio s6- 
l i d o  h a s t a  80% de s a t u r a c i d n ,  cu idando  de  mantener e l  pH de l a  
s u s p e n s i d n  e n  e l  rango 7-7,,5 con b u f f e r  Tris-C1N 100 mM, pH 7,5. 
La s u s p e n s i d n  s e  c e n t r i f u g 6  a  8.000 x  g d u r a n t e  20 min y e l  p r e  
-
c i p i t a d o  o b t e n i d o ,  r e suspend ido  en  un volumen mfnimo de b u f f e r  8, 
se d i a l i z 6  c o n t r a  100  volGmenes d e l  mismo b u f f e r  d u r a n t e  2  horas ,  
E l  d i a l i t a d o  se clarified p o r  c e n t r i f u g a c i 6 n .  E l  aobrenadante  ob- 
t e n i d o  ( f r a c c i 6 n  de DEAE-celulosa) se u t i l i z 6  e n  l a  e t a p a  s i g u l e l  
t e  d e  l a  p u r i f i c a c i d n ,  
En l a  c r o m a t o g r a f l a  e n  DEAE-celulosa se s e p a r 6  una c a n t i d a d  
a p r e c i a b l e  d e  p r o t e f n a  y l a  a c t i v i d a d  d e  Ac-PDE se p u r i f i c 6  apro- 
ximadamente 6 v e c e s  r e s p e c t o  d e l  paao a n t e r i o r ,  
4,- G r a d i e n t e  de s a c a r o s a  
La f r a c c i 6 n  de DEAE-celulosa se sembrb, d i v i d i d a  en  a l f c u o t a s  
i g u a l e s ,  e n  6 g r a d i e n t e s  de  s a c a r o s a  5-20% p r e p a r a d o e  en b u f f e r  8, 
Se  r e c o g i e r o n ,  unas  s o b r e  o t r a s ,  l a s  26 f r a c c i o n e s  o b t e n i d a s  de 
F i q u r a  12:  Cromatoqra f fa  e n  columna de  DEAE-celulosa de  l a  f r a c c i 6 n  
de  s u l f a t o  de  amonio 
Se  a p l i c 6  l a  f r a c c i 6 n  de  s u l f a t o  de amonio e n  una columna de 25 m l  de  
DEAE-celulosa e q u i l i b r a d a  en  b u f f e r  8, La columna s e  l a v 6  con 25 m l  de  
b u f f e r  de  e q u i l i b r i o  y  l a  p r o t e f n a  s e  e l u y 6  con un g r a d i e n t e  l i n e a l  de  
ClNa 0-0,45 M p r e p a r a d o  en e l  b u f f e r  de  e q u i l i b r i o ,  L a s  demes c o n d i c i o -  
n e s  s e  i n d i c a r o n  en Mat, y  MI%, ( s e c c i b n  VI .1 . ) .  L a s  a c t i v i d a d e s  de Ac-PDE 
y Ac-QP se ensayaron  en  a l f c u o t a s  a p r o p i a d a s  segGn s e  i n d i c 6  en  l a s  s e c c i o .  
n e s  V a l .  y  V - 5 - 1 . .  La l f n e a  de p u n t o s  ' i n d i c a  e l  p e r f i l  de  e l u c i 6 n  d e  l a  
p r o t e f n a ,  
cada g r a d i e n t e ,  r e su l t ando  f r a c c i o n e s  de aproximadamente 1,l m l .  
.Se ensayb ac t iv idad  de Ac-PDE y de Ac-QP en a l f c u o t a s  de cada 
una de e s t a s  f r acc iones*  Un p e r f i l  de sedimentacibn t f o i c o  de 
ambas a c t i v i d a d e s  s e  muestra en l a  F igura  13, Las f r a c c i o n e s  1L 
mitadas  p a r  l a  ba r r a ,  s e  juntaron y concent ra ron  a  t r a v 6 s  de una 
columna de DEAE-celulosa de 1 m l ,  E l  concentrado s e  d i a l i z 6  con- 
t r a  b u f f e r  B y s e  guard6 a  -2OQC ( f r a c c i b n  de g r a d i e n t e  de saca- 
rosa) .  La8 f r a c c i o n e s  con ac t iv idad  de Ac-QP s e  jun ta ron  y c o n c e l  
t r a r o n  a  t r a v h s  de un concentrador Minicon - B 15. La f r a c c i 6 n  o k  
t e n i d a  s e  guard6 a  -20QC pa ra  s e r  u t i l i z a d a  en algunos ensayos de 
a c t i v a c i b n  de l a  Ac-PDE. 
Resu l t6  G t i l  i n c l u i r  e s t a  e t apa  de p u r i f i c a c i b n ,  ya que, como 
s e  v6 en l a  F igura  13 con e s t e  procedimiento s e  s epa ra  completamec 
t e  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE de l a  de Ac-QP, 
5,- Cromatoqraffa de a f in idad  en columna de Azul 2-Agarosa 
7 
Se u t i l i z b  e s t a  e t a p a  en l a  p u r i f i c a c i 6 n  de l a  Ac-PDE, ya que 
s e  ha demostrado que l a  cromatograffa  de a f i n i d a d  que u t i l i z a  como 
l igando  dextrano azu l  puede emplearse ventajosamente  p a r a  l a  puf i -  
f i c a c i b n  de p r o t e f n a s  que t i e n e n  a f in idad  p a r a  10s nuc leb t idos  li- 
n e a l e s  de adenosina (v,ge ATP, NAD o Coenzima A) (3921, 
M o r r i l l  y colaboradores  (376) d e s c r i b i e r o n  e l  uso de e s t a  the- 
n i c a  p a r a  p u r i f i c a r  a  homogeneidad l a  Ac-PDE de ce reb ro  bovino. 
Fiqura 13: Sedimentacihn en qradiente de sacarosa de l a  fracci6n 
de DEAE-celulosa 
Se sembr6 l a  fraccibn de DEAE-celulosa en 6 gradientes de sacarosa 
5-20% preparados en buffer  8. Las condiciones de l a  corr ida  se indi- 
caron en Mat. y M L ~ .  (secc. VII.).Las act iv idades  de Ac-PDE y de 
Ac-QP se  ensayaron en a l l cuo tas  apropiadas segGn se indic6 en l a s  
secciones V.1. y V.5.1.. La l fnea  de puntos indica  e l  p e r f i l  de 
eluci6n de l a  protefna. - 
Con l a  Ac-PDE de M.rouxii p u r i f i c a d a  h a s t a  l a  e t a p a  4  s e  re= 
l i z a r o n  numerosos ensayos  p r e l i m i n a r e s  buscando l a s  me j o r e s  con- 
d i c i o n e s  de  a d s o r c i 6 n  de l a  enzima a 1  g e l  y  s u  p o s t e r i o r  e luc i6n .  
Asf; se e n c o n t r d  que a  pH 7,s l a  mayorfa de l a  a c t i v i d a d  de  PDE 
no f u e  r e t e n i d a  e n  l a  columna, m i e n t r a s  que a  pH 6 ' 3  m6s d e l  90% 
de l a  a c t i v i d a d  e n z i m 6 t i c a  se a d s o r b i d  a 1  g e l .  
~ n '  b a h  a  e b t o s  ensayos  p r e l i m i n a r e s  se adop tb  er s l g u i e n t e  
p r o t o c o l o  e n  e s t a  e t a p a  de l a  p u r i f i c a c i 6 n :  l a  f r a c c i 6 n  de gra-  
d i e n t e  de s a c a r o s a  (1 m l )  se d i a l i z 6  c o n t r a  1 0 0  volGmenes de 
b u f f e r  C c o n t e n i e n d o  C12Mg 2  mM y  s e  sembr6 d i v i d i d a  en  2 f r a c c i o  -
n e s  de 0,5 m l  cada  una. ~ e s p u e s  de sembrar  cada  a l f c u o t a ,  l a  co- 
lumna se c e r r 6  d u r a n t e  una h o r a  p a r a  p e r m i t i r  l a  a d s o r c i d n  de l a  
m u e s t r a  a 1  g e l .  Todas l a s  o p a r a c i o n e s  se r e a l i z a r o n  a  4QC y  l a  
c r o m a t o g r a f f a  se d e s a r r o l l 6  como se i n d i c 6  e n  M a t e r i a l e s  y  Meto- 
d o s  ( s e c c i 6 n  V1.3.). 
Un p e r f i l  t f p i c o  de e l u c i 6 n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  y de 
l a  p r o t e f n a  se m u e e t r a  en  l a  F i g u r a  14. S e  o b s e r v a  que  con e l  1= 
vado s a l i n o  se s e p a r 6  una c a n t i d a d  a p r e c i a b l e  de  p r o t e f n a  no en- 
z i m g t i c a ;  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE e l u y 6  como un p i c o  agudo p o r  
a c c i 6 n  d e l  AMPc agregado a 1  b u f f e r  d e  e l u c i 6 n .  Del g r 6 f i c o  tam- 
b i 6 n  se o b s e r v a  que un l a v a d o  p o s t e r i o r  d e l  g e l  con a l t a  corken- 
t r a c i 6 n  s a l i n a  hace  que e l u y a  o t r a  c a n t i d a d  c o n s i d e r a b l e  de pro- 
t e f n a  s i n  a c t i v i d a d  de Ac-PDE. 
F i q u r a  14:  ~ r o m a t o q r a f f a  en columna de  Azul  Z Aqarosa de l a k ,  . 
f r a c c i d n  de q r a d i e n t e  de s a c a r o s a  
: bufferC+Cl Na O.2M buffcrC+CI Na 0.2 M buffer C + CI Na l M  
+ AMPc 2 mM 
No de PANEL 
S e  sembrd l a  f r a c c i 6 n  de g r a d i e n t e  d e  s a c a r o s a  d i a l i z a d a  c o n t r a  
b u f f e r  C, e n  una columna de  1,s m l  de Azul Z A g a r o s a  e q u i l i b r a d a  en e l  
mismo b u f f e r .  L a s  c o n d i c i o n e s  de c r o n a t o g r a f f a  s e  i n d i c a r o n  e n  Matmy M6tw 
(secc .  VI.3.). De c a d a  p a n e l  s e  r e c o g i e r o n  1 4  f r a c c i o n e s  de 0 , 5  m l .  P a r a  
d e t e r m i n e r  l a  a c t i v i d a d  e n z i m g t i c a  en  l a s  f r a c c i o n e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  
e l u c i d n  con  b u f f e r  c o n t e n i e n d o  AMPc, ( P a n e l  11) se tomaron a l f c u o t a s  de 50 y l  
de cada  f r a c c i d n  y  s e  ag regb  5 0  J J ~  de una s o l u c i d n  de  BSA de 1 0  mg/mlm La 
p r o t e f n a  se p r e c i p i t d  con 0 , 3  m l  de  una s o l u c i d n  s a t u r a d a  de  s u l f e t o  de amo- 
n i o ;  l u e g o  de  c e n t r i f u g a c i d n ,  e l  p r e c i p i t a d o  s e  r e s u s p e n d i d  e n  5 0  ~1 de b u f f e r  
Tris-C1H 1 0  mM, pH 7 , 5 ;  2-mercaptoetanol  2 mM, y  se ensay6  a c t i v i d a d  de Ac-PDE 
en  a l f c u o t a s  de  1 ~ 1 .  La a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  de  l a s  f r a c c i o n e s  co r respond ien-  
t e s  a 1  l a v a d o  ( P a n e l  I) y  a l a  e l u c i b n  con ClNa 1 M ( P a n e l  111) se ensay6 d i -  
r e c t a m e n t e  e n  a l f c u o t a s  ap rop iadas .  En t o d o s  10s c a s o s  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE 
s e  de te rmind  a  1 JJM de AMPc 13~) La l f n e a  d e  p u n t o s  i n d i c a  e l  perf i ' l  de  e lu -  
c i 6 n  de  l a  p r o t e f n a .  
Las  ' f r a c c i o n e s  l i m i t a d a s  por l a  b a r r a  s e  juntaron y concen- 
t r a r o n  po r  u l t r a f i l t r a c i 6 n  a  t r avbe  de un concentrador  
Minicon-B 1 5  y e l  concentrado s e  d i a l i z b  c o n t r a  b u f f e r  A conte- . $ 7 ,  
.A ; 
La a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  de Ac-PDE en l a  f r a c c i 6 n  de e s t e  fil- 
timo paeo de p u r i f i c a c i 6 n  f u e  de 8,200 pmoles de AMPc h i d r o l i z s  
do/min/mg de p r o t e f n a ,  l o  c u a l  r e p r e s e n t 6  una p u r i f i c a c i 6 n  de 
aproximadamente 260 vecee r e spec to  de l a  f r a c c i 6 n  SlO0. (Ver T i  
b l a  8). 
V I I .  ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LA FOSFODIESTE- 
RASA DE AMPc, 
'.I: 1 L.l. . . ! 
. , , ,  La F igu ra  15 muestra  e l  p e r f i l  de p r o t e f n a s  (15 A) y de ac- 
t i v i d a d  enz ime t i ca  (15 8) de l a  p r epa rac ibn  de Ac-PDE de l a  G l t l  
ma e t a p a  de p u r i f i c a c i 6 n  a lcanzada ( f r a c c i b n  de Azul: 2-Agaroaa). 
Coma s e  v6 e n  l a  F igura  15 A l a  p r epa rac i6n  no es  homogbnea. 
Por d e n s i t o m e t r f a  d e l  g e l  se pudieron d e t e c t a r  4 p i c o s  p r inc ipa -  
l e a  de  p ro t e fna ;  designados I, 11, I11 y I V  de acuerdo a  eu movL 
l i d a d  e l e c t r o f o r h t i c a ,  s o l o  e l  p i c o  111, cuyo Rf f u e  O,62, coin- 
c i d i 6  con e l  p i c o  de a c t i v i d a d  de Ac-PDE (F igu ra  15 8). Por e l  
6 r e a  de 10s d i s t i n t o s  p i c o s  de p r o t e f n a  se puede e s t i m a r  que l a  
Ac-PDE es  aproximadamente e l  30% de l a  p r o t e f n a  t o t a l .  

Fleura 15: Elec t rofores i s  en qe l  de poliacri lamida de 
l a  fracci6n de Azul 2-Agarosa 147 
ABF 
Distancia de Migracidn (cm) 
00s a l fcuo tas  de 50 p1 de l a  f raccidn de Azul 2-Agarosa, conte- 
niendo 50 yg de protefna,  se sometieron a  e l e c t r o f o r e s i s  en geles 
de poliacri lamida a1 7% como se indic6 en Mat, y M6t. (secc.IX)- 
Uno de 10s ge l e s  se curt6 en rodajas  de 3 mm y en cada una de e l l a s  
se  midi6 act iv idad de Ac-PDE como se indic6 en l a  secc, Va2 .a  E l  
e l  se tiR6 para v i sua l iza r  I a s  p ro te inas  y se ~ r o c e s 6  como se  
en l a  secc. IX. A )  densitometrfa del  g e l  tefiido y 8) p e r f i l  
de act iv idad de Ac-PDE, ABF indica  l a  d ie tanc ia  recorr ida  por e l  
colorante indicador de frente.  
VIII, PARAMETROS CINETICOS DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc 
Se  calculi5 l a  c o n s t a n t e  de a f i n i d a d  p a r a  e l  s u s t r a t o  y l a  
v e l o c i d a d  mexima d e  h i d r b l i s i s  d e l  AMPc de l a  Ac-PDE s o l u b l e ,  
P a r a  e s t a s  medidas c i n 6 t i c a s  se u t i l i z b  l a  enzima de  l a  e t a p a  3 
de p u r i f i c a c i b n  ( T a b l a  81, 
La r e p r e s e n t a c i b n  de  Lineweaver-Eurk (393) p a r a  l a  a c t i v i -  
dad de Ac-PDE r e s p e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i b n  de s u s t r a t o  puede o k  
s e r v a r s e  e n  l a  F i g u r a  16. 
Se  v6 que l a  r e p r e s e n t a c i b n  es  l i n e a r  h a s t a  una c o n c e n t r a c i b n  
de  s u s t r a t o  de aproximadamente 1 0  JIM; de e s t a  p a r t e  d e l  g r e f i c o  se 
c a l c u l b  una Hm a p a r e n t e  de 2 , 5  &M y  una V de 920 p icomoles  de AMPc 
hidrol izados/min/mg de  proteins, A c o n c e n t r a c i o n e s  mayores de sus- 
t r a t o  (20 ,50 y 1 0 0  JJM) l a  r e p r e s e n t a c i d n  s e  a p a r t a  de l a  l i n e a l i t  ' 
dad, 
E s t e  t i p o  de  comportamiento b i f e s i c o  se obse rvb  en  p r e p a r a c i ~  
n e s  e n z i m e t i c a s  poco p u r i f  i c a d a s  de  t e  j i d o s  de  mamff e r o s  (197,207, 
211,241) y d e  a l g u n o s  e u c a r i o n t e a  i n f e r i o r e s  ( v m g m ,  343,352,356, 
360) y puede e x p l i c a r s e  como se v i 6  e n  l a  I n t r o d u c c i h n  ( s e c c i b n  
I X , l , )  por :  a )  un s i s t e m a  de  i s o e n z i m a s  con d i f e r e n t e  a f i n i d a d  p o r  
e l  s u s t r a t o ,  b) una enzima a l o s t 6 r i c a  con c o o p e r a t i v i d a d  n e g a t i v a ,  
c) una enzima con d o s  s i t i o s  p a r a  e l  s u s t r a t o ,  no i n t e r a c t u a n t e s  
y  d)  una enzima que se a g r e g a  en  f o r m a s  que r e p r e s e n t a n  d i s t i n t a  
a f i n i d a d  p o r  e l  s u s t r a t o ,  
F i q u r a  16:  R e p r e s e n t a c i d n  de  Lineweaver-Burk p a r a  l a  Ac-PDE s o l u b l e  
La a c t i v i d a d  de Ac-PDE se de te rmind  con e l  ensayo s t a n d a r d  Va- 
r i a n d o  l a  c o n c e n t r a c i d n  de AMPc no r a d  desde  0 , 2  a  100)~M,  
a  una c o n c e n t r a c i d n  c o n s t a n t e  de  AMPc[ JJM. La concen- 
t r a c i d n  de e x t r a c t o s  e n z i m 6 t i c o  s e  que p a r a  
n inguna  de l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  AMPc u t i l i z a d a s  s e  consumiera 
m6s d e l  20-255 d e l  s u s t r e t o .  L a s  v e l o c i d a d e s  i n i c i a l e s  s e  ob tuv ie -  . ,  
r a n  de  c u r v a s  d e  t iempo o b t e n i d a s  p a r a  cada  c o n c e n t r a c i 6 n  u t i l i z a -  
d a  de AMPcw . / 
En e l  c a s o  de l a  enzima de Mucor r o u x i i  se podr fan  descar-  , 
t a r  l a s  p o s i b i l i d a d e s  a )  y  d) ya  que ambas i m p l i c a n  l a  p r e s e n c i a  
de m6s de  una forma e n z i m h t i c a  de Ac-PDE, m i e n t r a s  que  10s r e a u k  
t a d o c  h a l l a d o s  a  l o  l a r g o  d e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  i n d i c a r f a n  que a 1  
menos 10s e x t r a c t o s  s o l u b l e s  poseen una s o l a  e s p e c i e  e n z i m b t i c a  
que no f orma agregados ,  ya que l 'a.  enzima e l u y e  como un p i c o  simk 
t r i c o  p o r  f i l t r a c i 6 n  e n  g e l  ( F i g u r a  1 9 ) ,  sed imenta  como un s o l o  
p i c 0  s i m 6 t r i c o  e n  un g r a d i e n t e  l i n e a l  de  s a c a r o s a  ( F i g u r a  18) y 
d a  un s o l o  p i c o  de  a c t i v i d a d  en  columna de  DEAE-celulosa a  pH 6 
o  7 , s  ( F i g u r a s  10 y  12) .  
Aunque de 10s r e s u l t  ados  exper imen t  a l e s  o b t e n i d o s  no pueden 
d e s c a r t a r s e  l a s  p o s i b i l i d a d e s  b  y  c es  i m p o r t a n t e  se f l a l a r  que 
l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  i n t r a c e l u l a r e s  de  AMPc d e l  hongo o s c i l a r o n  
e n t r e  1 y  2  #M, de  t a l  modo que un segundo s i t i o  de  b a j a  a f i n i -  
dad p o r  e l  s u s t r a t o ,  mayor de 20 pM, no s e r f a  a c t u a n t e  e n  condi-  
c i o n e s  f i s i o l b g i c a s .  
De t o d a s  maneras  l a  e x i s t e n c i a  de  una forma c i n 6 t i c a  de  
a 
Ac-PDE d e  Hm aproximadamente 2 , s  pM s e r f a  c o h e r e n t e  con l a  con- 
c e n t r a c i 6 n  i n t r a c e l u l a r  de AMPc e n  este organism0 e i n d i c a r f a  e l  
p a p e l  f i s i o l b g i c o  que  cumple e s t a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  en  l a  r e -  
g u l a c i 6 n  de  10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de es te  n u c l e 6 t i d o .  Dado 
que 10s v a l o r e s  de  l a  h de l a s  f o s f o d i e s t e r a s a s  de  AMPc encon- 
t r a d o s  en  10s d i s t i n t o s  s i s t e m a s  o s c i l a n  aproximadamente e n t r e  
0,8 y 3 #M para l a s  formas de a l t a  afinidad y en t re  10 y 100 p H  
para l a s  formas de baja afinidad (197), l a  enzima de M-rouxii 
e s t a r f a  comprendida en l a  primera categorfa. 
IX.  REQUERIMIENTO DE CATIONES DIVALENTES PARA LA A C T I V I D A D  DE 
FOSFODIESTERASA DE AMPc 
Ya en 10s t raba jos  en 10s cuales  deecribi6 par primera vet 
una act ividad de fosfodies terasa  (191,192) se  seRalaba e l  reque- 
rimiento de iones Mg2+ para l a  expresidn de s u  actividad m8xima. 
Este requerimiento de cat idn divalente,  generalmente ~g '+  o  Mn2+, 
fue descripto para l a  mayorfa de l a s  ac t iv idades  de PDE estudia- 
das, t an to  de eucariontes superiores (v.g. 193,196) coma de eucs 
r i o n t e s  i n f e r io r e s  (v.g. 49,180,341,360) y de procariontes 
(394,395 1. 
En c i e r t o s  casos o t ro s  cat iones  d iva len tes  pueden reemplazar 
pa rc i a l  o  totalmente a1 Mg2+ o Mn2+, A s f  e l  co2+ resu l t6  e l  cat i6n 
m6s efec t ivo  para l a  forma par t iculada de l a  Ac-PDE de corteza re- 
nal  de conejo (250). En general 10s ca t iones  monovalentes producen 
7 .  
solo una l i g e r a  estimulaci6n de l a  ac t iv idad entimetica (49,100, 
394). En c i e r t o s  procariontes e l  ~e '+  r e s u l t 6  un activador m6s 
efect ivo que e l  Mg2+ de l a  act ividad de PDE (394). En e l  caso de 
l a  Ac-PDE de levadura de panaderfa 10s metales d ivalentes  r e s u l t 2  
/ .  
r o n  i n h i b i t o r i o s  afin u t i l i z a d o s  a  c b n c e n t r a c i o n e s  de 1 mM (354)-  
E l  M ~ ~ *  a c o n c e n t r a c i o n e s  s u p e r i o r e e  a  O,B mM r e s u l t 6  i n h i b i t o -  
r i o  de  l a  enzima de c e r e b r o  de  c o n e j o  (192). Tambien s e  ha  obse; 
vado _que l a  combinaci6n de  d o s  c a t i d n e s  e s t i m u l a t o r i o s  de l a  ac- 
t i v i d a d  e n z i m h t i c a  r e s u l t 6  i n h i b i t o r i a  de l a  misma (396). En a l -  
gunos  c a s o s  e l  e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  o  i n h i b i t o r i o  de un c a t i 6 n  
depende de  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de s u s t r a t o  u t i l i z a d a  en  e l  ensayo,  
como s e  demostr6 p a r a  l a  forma s o l u b l e  de l a  Ac-PDE de c o r t e z a  
r e n a l  de  c o n e j o  (250). F ina lmente  y  p a r a  d e s t a c a r  l a  i m p o r t a n c i a  
d e l  e s t u d i o  d e l  e f e c t o  de 10s c a t i o n e s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de PDE, 
podemos d e c i r  que e l  e n t o r n o  i 6 n i c o  puede i n f l u e n c i a r  l a s  fo rmas  
e s p e c f f i c a s  de l a  PDE de n u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s -  a 1  i nf l u e n c i a r  l a  
e s t a b i l i d a d  y  a c t i v i d a d  de l a s  enzimas  y de  l a s  p r o t e i n a s  en  ge- 
n e r a l ,  
Con e l  o b j e t o  de c a r a c t e r i z a r  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE de 
Mucor r o u x i i ,  s e  e s t u d i 6  e l  r e q u e r i m i e n t o  de  c a t i o n e s  d i v a l e n t e s  
t a l e s  como Mg2+ y  Mn2+. P a r a  d e t e r m i n a r  e s t e  r equer i rn ien to  s e  m i  
- 
d i e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  en  p r e s e n c i a  de  ~ g ' +  o  ~ n ' +  a  d i s t i n -  
t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  e n  e l  ensayo,  Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s e  
i l u s t r a n  e n  l a  F i g u r a  1 7  donde se g r a f  i c a n  c u r v a s  d o s i s - r e s p u e s t a  
p a r a  10s d o s  c a t i o n e s  empleados, S e  h i c i e r o n  c o n t r o l e s  p a r a  el iml  
- 
n a r  l a  p o s i b i l i d a d  de a lgdn  e f e c t o  de  e s t o s  m e t a l e s  s o b r e  l a  a c t i  
v i d a d  de  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  u t i l i z a d a  en  l a  segunda e t a p a  de l a  
r e a c c i 6 n .  
F i g u r a  17: E f e c t o  de 10s i o n e s  M ~ * +  y ~ n ~ +  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de  Ac-PDE 
Se  ensayb a c t i v i d a d  de  Ac-PDE a una c o n c e n t r a c i b n  de AMPc [ 3 ~ j  de l u  jd4 e n  a l f c u o t a s  a p r o p i a d a s  d e  
l a  f r a c c i b n  de  DEAE-celulosa y con conc 'ent rac iones  c r e c i e n t e s  de C12Mg (0) o C12Mn (a). E l A  i n d i -  
c a  l a  a c t i v i d a d  e n  a u s e n c i a  de  m e t a l  y en p r e s e n c i a  de  EDTA 0,5 mM. Los i n s e r t a d o s  A y B m u e a t r a n ,  
2+ l a s  r e p r e s e n t a c i o n e s  de Lineweaver-Burk p a r a  Mn y M ~ Z +  r e spec t ivamente .  
En a u s e n c i a  de c a t i 6 n  d i v a l e n t e  s e  o b s e r v 6  una a c t i v i d a d  en  -
z i m e t i c a  r e s i d u a l  que  se a n u l 6  en p r e s e n c i a  de EDTA 0 , 5  mM p o s i  -
\ 
blemente  p o r  q u e l a c i 6 n  de  t r a z a s  de  m e t a l e s  p r e s e n t e s  en  l a  p r e  -
p a r a c i 6 n .  En l a  F i g u r a  1 7  se o b s e r v a  que l a  e s t i m u l a c i 6 n  mexima 
se a l c a n z a  con 1 0  mM de  Mg2+ o 5 mM de ~ n " ,  s i e n d o  l a  e s t i m u l a -  
c i 6 n  p o r  i o n e s  Mn2+ d e  2 a 3 v e c e s  mayor que p o r  Mg2+. En a q u e l l o s  
e x p e r i m e n t o s  e n  donde se mid i6  l a  a c t i v i d a d  e n z i m 6 t i c a  e n  presen-  
c i a  d e  ambos c a t i o n e s ,  a  una c o n c e n t r a c i 6 n  de  5 mM p a r a  c a d a  uno, 
se o b s e r v 6  que e l  v a l o r  de  i a  v e l o c i d a d  de h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc 
f u e  i n t e r m e d i o  a 1  que  se a l c a n z a  agregando a 1  ensayo 10s c a t i o n e s  
p o r  s e p a r a d o  a una  c o n c e n t r a c i 6 n  de 1 0  mM c a d a  uno, E s t e  hecho 
puede e x p l i c a r s e  p o r  l a  a f i n i d a d  s e m e j a n t e  de  l a  enzima p a r a  am- 
b o s  m e t a l e s  y l a s  d i s t i n t a s  v e l o c i d a d e s  meximas a l c a n z a d a s  con 
~ n ' +  o M ~ ' + -  Los  v a l o r e s  de  Hm y de V p a r a  ambos m e t a l e s  se dedu- 
j e r o n  d e  l a  r e p r e s e n t a c i 6 n  de Lineweaver-Burk ( i n s e r t a d o  de  l a  
F i g u r a  1 7  ,A y B), o b t e n i e n d o s e  v a l o r e s  de 1,l y 1,8 mM p a r a  l a s  
c o n s t a n t e s  de  a f i n i d a d  d e l  ~ n ~ +  y Mg2  r e s p e c t i v a m e n t e  y de  440 
y 1 6 0  p icomolee  de  AMPc c 3 ~ )  h i d r o l i z a d o h i n / m g  'de p r o t e f n a  p a r a  
los r e s p e c t i v o s  v a l o r e s  de  V, 
En t e r m i n o s  g e n e r a l e e  l a  c o n c e n t r a c i b n  i n t r a c e l u l a r - d e  Mg 2+ 
en  10s t e j i d o s  es  1 0  v e c e s  supeCior  a  l a  de ~n'+. Por  o t r a  p a r  
t e  e l  Mg2+ e s  c o n s i d e r a d o  un macroelemento'  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  
de  10s hongos, Dado que l a  a f  i n i d a d  de  l a  enzima p a r a  ambos me- 
t a les  e s  semejan te ,  e s  d i f f c i l  d e c i d i r  con que  m e t a l  a c t &  l a  
enzima i n  v i v o ;  no o b s t a n t e  l a  mayor v e l o c i d a d  d e  h i d r 6 l i s i s  d e l  
- 
AMPc a l c a n z a d a  cuando se ensaya  l a  a c t i v i d a d  con ~ n * +  debe t a n e r  
se e n  c u e n t a  desde  e l  pun to  de v i s t a  d e l  mecanismo de  l a  r e a c c i 6 n  
i n  v i t r o .  
X. EFECTO DE ALGUNOS INHIBIDORES Y ACTIVADORES CLASICOS DE LA 
FOSFODIESTERASA DE AMPc SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DE 
MUCOR R O U X I I  
A p a r t i r  de  10s p r i m e r o s  t r a b a j o s  e n  10s c u a l e s  se d e s c r i b i 6  
una a c t i v i d a d  d e  PDE (191,193) se ha e n c o n t r a d o  que l a  mayorfa 
d e  l a e  f o s f o d i e s t e r a s a s  de t e j i d o s  de mamfferos  son i n h i b i d a s  en  
my I 
f o r n a  c o m p e t i t i v a  p o r  m e t i l x a n t i n a s .  A 1  mismo t iempo s e  h a  dhs- ' 
c r i p t o  e l  e f e c t o  a c t i v a d o r  d e l  i m i d a z o l  e o b r e  d i c h a  a q t i v i d s d  
L - 
(193,198,199). 
E l  ATP a  c o n c e n t r a c i o n e s  f f s i o l 6 g i c a s  i n h i b e  l a  a c t i v i d a d  de  
PDE t a n t o  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  (196,327,397) como de a lgu-  
n o s  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  (351,356) m i e n t r a s  que  l a  enzima de  
o t r o s  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  e s  r e l a t i v a m e n t e  i n s e n s i b l e  a l a  
i n h i b i c i 6 n  p o r  ATP (360) o  no e s  i n h i b i d a  e n  a b s o l u t o  p o r  este 
n u c l e 6 t i d o  (354). Casos  s i n g u l a r e s  10s c o n s t i t u y e n  l a  Ac-PDE 
e x t r a c e l u l a r  de  D i c t y o s t e l i u m  d i s c o i d e m '  (398) y  l a  Gc-PDE a l t a  
a f i n i d a d  p a r a  e l  s u s t r a t o  de  r e t i n a  de v e r t e b r a d o s  ( 2 5 5 )  l a s  que 
son e s t i m u l a d a s  p o r  ATP. 
\ 
Como p a r t e  de  l a  c a r a c t e r i z a c i h n  de l a  Ac-PDE de Mucor r o u x i i  
ae  e s t u d i 6  e l  e f e c t o  de  l a s  m e t i l x a n t i n a s ,  d e l  i m i d a z o l  y  d e l  ATP 
s o b r e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a  de l a  e t a p a  4  de p u r i f i c a c i 6 n .  La 
Tab la  9 resume 10s r e s u l t a d o s  ob ten idos .  
Como puede o b s e r v a r s e  l a  enzima de M, r o u x i i  no f u e  i n h i b i d a  
en  forma s i g n i f i c a t i v a  p o r  l a s  m e t i l x a n t i n a s  e n s a y a d a s ,  a h  a  con  -
c e n t r a c i o n e s  a l t a s  (10  mM),contrariamente a  l o  que s u c e d e  con l a  
enzima d e  t e j i d o s  de  mamfferos  en  donde c o n c e n t r a c i o n e s  de  1 mM de  
e s t o s  compuestos  i n h i b e n  e n  un 5 0  - 70% l a  a c t i v i d a d  f o s f o d i e s t e r i  
s i c a  (193). En este s e n t i d o  l a  Ac-PDE de  M.rouxii se a s e m e j a  a  l a  
enzima de  o t r o s  hongos (341,354,3601,  de  p l h n t u l a s  de  a r v e j a  (210) 
y Trypanosoma c r u z i  (180). 
E l  i m i d a z o l  t u v o  un l i g e r o  e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  a l a  c o n c e n t r g  
c i 6 n  m6s b a j a  u t i l i z a d a  y  un l e v e  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  a l a  concen- 
t r a c i 6 n  mhs a l t a ,  
En l a  T a b l a  9 puede  v e r s e  que e l  ATP h a s t a  una c o n c e n t r a c i 6 n  
1 mM no t u v o  un e f e c t o  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  i m p o r t a n t e  s o b r e  l a  a c t L  
v i d a d  d e  Ac-PDE s o l u b l e  de M.rouxii. De acuerdo  con  10s r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s  con una enzima p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a ,  e l  ATP no s e r f a  
un modulador f i s i o l 6 g i c o  d e  l a  a c t i v i d a d  de  Ac-PDE d e l  hongo. 
~ a b l a  9 
t 
Efecto de inhibidoree v act'ivadores cl6sicoe eobre l a  actividad 
de Ac-PDE de Mucor rouxi i  
Adiciones a l a  mezcla Concentracihn Actividad de Ac-PDE 
de incubacihn ( %) 
Ninguna 
Imidazol 
Caf e l n ~ i  
Teof i l i n a  
Teobromina 
ATP 
* LOB reaul tadoe obtenidoe ee obtuvieron ut i l izando 10 pg de l a  
enzima de l a  f racc ihn  de gradiente de eacaroea (Tabla 8). La act& 
vidad de Ac-PDE ee midi6 e 10 fiM de AMPc [ 3 ~ )  y con ~n '+  oomo c r  
t i6"  d ivalent  e. Lae ac t  ividadee enzimbt ioae ee expre,earon como 
porcentaje de l a  ac t iv idad s i n  adicionee, l a  que ee tom6 como e l  
100%. 
Se eetudi6 e l  e fec to  de eetoe  compueetoe aobre l a  eegunda ete- 
pa de l a  reacci6n para deecertar  cualquier posible acci6n eobre l a  
act ividad de foefa taea  a lca l ina ;  l o e  valoree de act iv idad de Ac-PDE 
encontradoe no d i f i r i e r o n  de l o e  del  control  s i n  adicionee. 
X I .  EFECTO DE CALMODULINA SOBRE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc 
Se t r a t f i  de  p r o b a r  si l a  Ac-PM s o l u b l e  de  M.rouxii e r a  a c t L  
"ab le  p o r  ca2+ l o  c u a l  s e r f a  una forma i n d i r e c t a  de d e m o s t r a r  l a  
p r e s e n c i a  de una p r o t e f n a  a c t i v a d o r a  s i m i l a r  a  l a  ca lmodul ina ,  en  
e x t r a c t o s  poco p u r i f i c a d o s  d e l  hongo. Se  t r a b a j 6  con l a  f r a c c i f i n  
=loo porque una f r a c c i 6 n  rnbs p u r i f i c a d a  p o d r f a  haber  p e r d i d o  l a  
~ r o t e f n a  r e g u l a t o r i a  p u t a t i v a , y a  que e s t 6  demostrado que e n  t e j i -  
dos  s u p e r i o r e s  l a  ca lmodul ina  s e  puede s e p a r a r  de l a  f o s f o d i e s t e -  
r a s a  p o r  p a s a j e  a  t r a v e s  de una columna de i n t e r c a m b i n  ani f in ico  
(180,301). 
Se s a b e  que l a  a c t i v a c i f i n  de  l a  PDE p o r  ca lmodul ina  r e q u i e r e  
c o n c e n t r a c i o n e s  mic romola res  de ca2+ y que este  e f e c t o  a c t i v a d o r  
es anu lado  p o r  EGTA. En b a s e  a  e s t o s  d a t o s  s e  diseR6 e l  e x p e r i m e ~  
t o  resumido en  l a  T a b l a  1 0 ,  p a r a  v e r  si l a  p r e s e n c i a  de ca2+ en  
e l  ensayo de l a  Ac-PDE e s t i m u l a b a  l a  a c t i v i d a d  enz imht ica .  Los  re- 
s u l t a d o s  de l a  Tab la  i n d i c a n  que l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE no se mod& 
P i c 6  par E l  agregado  de  C12Ca h a s t a  una concen t rac i f in  0,5 mM, n i  
s e  i n h i b i 6  p o r  e l  ag regado  EGTA. 
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s u g i e r e n  que l a  Ac-PDE de  M-roux i i  es  
i n s e n s i b l e  a  c a l m o d u l i n a  ca2+ o  b i e n  que l a  enzima e s  s e n s i b l e  a 1  
a c t i v a d o r  p r o t e i c o  p e r 0  este  no e s t 6  p r e s e n t e  e n  e l  e x t r a c t o .  P a r a  
, Efecto del  ca2+, EGTA v calmodulina sobre l a  Ac-PDE soluble de 
Adiciones a l a  mezcla 
de incubaci6n 












50 yg/ml + 100 JJM") 19,4 
100 yg/ml + 100 JJM 19,7 
* La actividad de Ac-PDE de l a  f racci6n SIOO se ensay6 con ~ g ' *  
coma metal divalente y a una concentracibn de suet ra to  de 10 JJM con 
l a s  adiciones indicadas. Las a l l cuo tas  de l a  fracci6n ee tomaron de 
t a l  manera que no m6s de l  10% del su s t r a to  fuera  hidrolizado en e l  
2+ ensayo en ausencia de calmodulina.Ca . 
(a)  En e s t ae  condiciones l a  act ivided basal  de l a  Ac-PDE de cora- 
z6n bovino fue  estimulada 3 veces. 
2+ d e s c a r t a r  l a  p r i m e r a  p o s i b i l i d a d  se e s t u d i 6  e l  ef'ecto d e l  Ca 
s o b r e  l a  Ac-PDE e n  p r e s e n c i a  de c a l m o d u l i n a  ex6gena (de  co razdn  
- 
bovine). Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a e  ven e n  l a  misma T a b l a  y s .  
g i e r e n  que l a  a c t i v i d a d  de AC-PDE no es a c t i v a b l e  a 1  menos por 
ca lmodul ina  h e t e r b l o g  a. La i n e e n s i b i l i d a d  a  ca lmodul ina ,  hom6lo 
ga  o  h e t e r b l o g a ,  es  un hecho g e n e r a l  p a r a  l a  mayorfa  de l a s  f o g  
f o d i e s t e r a s a s  de 10s e u c a r i o n t e s  i n f  e r i o r e s  (180,288,289,291) 
y  p a r a  l a s  enzirnas e s p e c f f i c a s  p a r a  AMPc de t e j i d o s  s u p e r i o r e s .  
(Ver I n t r o d u c c i 6 n ,  s e c c i 6 n  IX.2,). 
X I I .  ALGUNdS PARAMETROS HIDRODINAMICOS Y MOLECULARES DE LA 
FOSFODIESTERASA DE AMPc- 
P a r a  l a  d e t e r m i n a c i 6 n  de  10s p a r g m e t r o s  h id rod inbmicos  y  mo- 
l e c u l a r e s  de l a  Ac-PDE s o l u b l e  de  Mucor . r o u x i i  se u t i l i z a r o n  10s 
d a t o s  o b t e n i d o s  de l a  u l t r a c e n t r i f u g a c i 6 n  e n  g r a d i e n t e  de s a c a r z  
s a  y  de  f i l t r a c i 6 n  m o l e c u l a r  en  columna d e  Sephadex 6-200, 
X I I .  1. C o e f i c i e n t e  de  s e d i m e n t a c i 6 n  y c o e f i c i e n t e  de d i f u s i 6 n  
E s t o s  pa rbmet ros  se d e t e r m i n a r o n  u t i l i z a n d o  10s d a t o s  de  u l -  
t r a c e n t r i f u g a c i b n  e n  g r a d i e n t e  de s a c a r o s a .  P a r a  e l l o  s e  u t i l i z 6  
una p r e p a r a c i 6 n  de  l a  f r a c c i 6 n  d e  s u l f a t o  de  amonio ( e t a p a  2  de  





No de Fraccidn 
5% SACAROSA 
F i g u r a  18: U l t r a c e n t r i f u o a c i b n  e n  q r a d i e n t e  de  s a c a r a s a  de l a  f r a c c i b n  
de s u l f a t o  de  amonio 
Se sembraron en un g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  5020% p r e p a r a d o  en  b u f f e r  b 
1 , 2  my de l a  p r e p a r a c i h n  e n z i m h t i c a  j u n t o  con l a s  p r o t e i n a s  marcadoras ,  
en un volumen f i n a l  de  0 , l  m l .  L a s  c o n d i c i o n e s  de  l a  c e n t r i f u g e c i b n  s e  i~ 
d i c a r o n  e n  l a  s e c c i b n  V I I ,  de M a t e r i a l e s  y  Mbtodos. 
En c a d a  una de l a s  f r a c c i o n e s  d e l  g r a d i e n t e  se enseyb a c t i v i d a d  de 
Ac-PDE en  a l f c u o t a s  a p r o p i a d a s ,  La f l e c h a s  i n d i c a n  l a  ~ o s i c i b n  d e  l a s  pro.  
t e i n a s  marcadoras:  g l u c o s a  o x i d a s a  (G,O, ) ,  p e r o x i d a s a  (Px) ,  f o s f  a t a s a  a l -  
c a l i n a  (P.A.) y  c i t o c r o m a  c ( C i t  c). En e l  g r h f i c o  i n s e r t a d o  se e n c u e n t r a  
l a  r e l a c i b n  e n t r e  10s c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c i b n  (S20,u) y  l a s  d i s t a n -  
c i a s  r e c o r r i d a s  desde  e l  b o r d e  s u p e r i o r  d e l  g r a d i e n t e  p o r  l a  Ac-PDE (0 )  
y  p o r  l a s  p r o t e i n a s  marcadoras  (a). 
de  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE y l a  p o s i c i 6 n  de  l a s  p r o t e f n a s  marcadz  
r a s ,  h En e l  i n s e r t a d o  se o b s e r v a  l a  r e l a c i 6 n  e n t r e  l a s  d i s t a n c i a e  
r e c o r r i d a s  p o r  l a s  p r o t e f n a s  m m c a d o r e s  y s u s  r e s p e c t i v o s  c o e f i -  
L c i e n t e s  de sediment  ac i6n ;  tambien se s e R a l a  l a  u b i c a c i 6 n  sobre  
.3- 
l a  r e c t a  de l a  Ac-PDE segGn s u  m o v i l i d a d  e n  e l  g r a d i e n t e ,  Los rg 
s u l t a d o s  o b t e n i d o s  muest ran  que l a  PDE de M,rouxii  sediment6 ba- 
j o  l a  forma de un p i c o  s i m h t r i c o  e n t r e  l a  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  y 
l a  p e r o x i d a s a ,  E l  v a l o r  d e l  c o e f i c i e n t e  de  sed imentac i6n  ob ten i -  
do f ue de 4 , 2  5, que cor responde  a 1  de una p r o t e f n a  pequefia.. Con 
e s t a  t h c n i c a  no s e  d e t e c t a r o n  f o r m a s  de  mayor c o e f i c i e n t e  de se- 
diment  ac i6n.  
E l  v a l o r  d e l  c o e f i c i e n t e  de d i f u s i b n  d e  l a  Ac-PDE fue d e  
2 8.7.10-~ cm / s eg  y se obtuvo de  10s d a t o s  d e l  g r a d i e n t e  u t i l i z a c  
do l a  r e l a c i d n  d e s c r i p t a  e n  Q qgcci6n VIII. 1. de  M a t e r i a l e s  y 
XII,2, Radio de S t o k e s  
P a r a  l a  d e t e r m i n a c i b n  de  este p a r h e t r o  de  l a  enzima s e  u t i -  
l i z 6  l a  t h c n i c a  de f i l t r a c i b n  m o l e c u l a r  a  t r a v h s  de  una columna 
d e  Sephadex 6-200, Se  u t i l i z 6  una p r e p a r a c i b n  de  l a  f r a c c i 6 n  de  
s u l f a t o  de amonio. En b a s e  a 1  Hav h a l l a d o  p a r a  l a  Ac-PDE de l a  
f i l t r a c i 6 n  m o l e c u l a r  s e  d e t e r m i d  s u  r a d i o  de S tokes ,  
En l a  F i g u r a  1 9  s e  m u e s t r a  e l  p e r f i l  de e l u c i 6 n  de l a  Ac-PDL 
I a r i '  
'I 
Fisura 19: F i l t rac i6n  en una columna de Sephadex 6-200 de l a  fracci6n de 
su l fa to  de amonio 
Se sembrb 1 m l  de muestra conteniendo 30 mg de proteina de l a  prepare- 
ci6n enzim6tica y 10s marcadores, a excepci6n de l a  BSA que se cromatografi6 
por separado. Las condiciones de l a  cromatograffa se indicaron en l a  secci6n 
VI.4. de Materiales y M6todos. Se ensay6 l a  act ividad de Ac-PDE en alfcuotaa 
apropiadas de l a s  f racciones  a una concentracidn de A M P C [ ~ H ]  1 M a  Las f l e -  
chas indican l a  posici6n de 10s marcadores: glucosa oxidasa (Goo . ) ,  seroalbi  
mina bovina (BSA), peroxidasa5(Px) citocromo c ( C i t  c)  y vitamina B12 (Bl2Im 
Vo indica  e l  volumen de eluci6n de l  azul  dextrano. E l  grafico insertado 
muestra l a  re laci6n en'tre 10s rad ios  de Stokes (a)  y 10s Ha, para l a  a c t i v l  
dad de Ac-PDE (01 y para l a s  p ro te inas  marcadoras (m). 
y l a  p o s i c i 6 n  de  l a s  p r o t e i n a s  u t i l i z a d a s  como m a r c a d o r e s ~  
La a c t i v i d a d  de  Ac-PDE elui6 como un p i c o  agudo y s i m e t r f c o  
e n t r e  l a  a c t i v i d a d  de g lucosa  o x i d a s a  y  l a  BSA, P o r  e e t a  t e c n i c a  
tampoco s e  d e t e c t a r o n  formas de mayor o menor peso  molecular .  
Por o t r a  p a r t e  l a  enzima e l u f d a  d e l  g e l ,  c o n c e n t r a d o  y  r e c r o m a t ~  
g r a f i a d a  e n  l a 8  mismas cond ic iones ,  v o l v i 6  a  d a r  e l  mismo p e r f i l  
de e l u c i 6 n  (no se muest ran  10s da tos ) .  En e l  i n s e r t a d o  de  l a  Fi* 
r a  1 9  s e  resGmen 10s d a t o s  de l a  f i l t r a c i 6 n  p o r  g e l  e n  t e r m i n u s  
de Hav e n  f u n c i 6 n  d e l  r a d i o  de S t o k e s  de  l a s  p r o t e i n a s  marcadoras. 
De a c u e r d o  a  e s t o e  d a t o s  l a  Ac-PDE d e l  hongo p r e s e n t 6  un r a d i o  de 
'. 
S t o k e s  -de  aproximadamente 39 R .  
X I I .  3. C 6 l c u l o  d e l  peso  molecu la r  y d e l  c o e f i c i e n t e  f h i c c i o n a l  
A p a r t i r  de 10s v a l o r e s  o b t e n i d o s  d e l  c o e f i c i e n t e  de sedimen- 
t a c i 6 n  y  d e l  r a d i o  de S t o k e s  p a r a  l a  Ac-PDE, s e  c a l c u l b  e l  peso m i  
l e c u l a r  y  e l  c o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l  de  l a  enzima segGn l a s  e c u a c i ~  
n e s  i n d i c a d a s  e n  M a t e r i a l e s  y M6todos ( e e c c i o n e s  VII 1.3. y  VIII.4.). 
Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  e s t o s  d o s  p a r 6 m e t r o s  f u e r o n  de  7 0 , 6  H y 
1 , 4  r e s p e c t i v a m e n t e ,  ind icando  este  Glt imo v a l o r  que  se t r a t a r f a  de 
una p r o t e f n a  l i g e r a m e n t e  a s i m e t r i c a .  
No e x i s t e n  en  l a  l i t e r a t u r a  d a t o s  de  pa rhmet ros  f $ e S c o s  de 
f o s f o d i e s t e r a s a s  de  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  e s p e c f f i c a s  p a r a  AMPc 
y de a l t a  a f i n i d a d .  S i n  embargo p a r e c i 6  i n t e r e s a n t e  l a  c o m p a r e  
c i b n  de  10s v a l o r e s  h a l l a d o s  p a r a  10s parhmet ros  f f s i c o s  de  l a  
enzima de M-rouxi i  con 10s e n c o n t r a d o s  p a r  Thompson y  c o l a b o r a -  
d o r e s  (236) p a r a  una Ac-PDE de  r if ibn de p e r r o  de a l t a  a f i n i d a d  
p u r i P i c a d a  a  homogeneidad. De l a  comparacibn s u r g e  que ambas e n  
zimas no s o l o  son muy s i r n i l a r e s  en  c u a n t o  a  s u s  pa r6met roa  f f s i  -
c o s  s i n 0  e n  c u a n t o  a  s u s  p r o p i e d a d e s  c i n b t i c a s ,  r e g u l a c i 6 n  p a r  
c i e r t o s  moduladores  y d i s t r i b u c i 6 n  s u b c e l u l a r .  En l a  T a b l a  11 
s e  t a b u l a n  l a s  p r i n c f p a l e s  c a r a c t e r f s t i c a a  de  ambas enzimas.  
De l a  o b s e r v a c i 6 n  de 10s d a t o s  t a b u l a d o e  s u r g e n  s i m i l i t u d e s  
n o t a b l e s  y  a l g u n a s  d i f e r e n c i a s .  Los  v a l o r e s  de  10s p a r b m e t r o s  
f f s i c o s  y c i n b t i c o s  son muy semejantes .  !Ambas enzimas  s o n  solu-  
b l e s  y e s p e c f f i c a s  p a r a  l a  h i d r 6 l i s i s . d e  AMPc e i n s e n s i b l e 8  a  
l a  a c t i v a c i d n  p o r  calmodulina.ca2+ y p o r  b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  
de GMPc. La d i f e r e n c i a  mhs n o t a b l e  es  e l  d i s t i n t o  comportamien- 
t o  f r e n t e  a  l a s  de  enzimas  p r o t e o l f t i c a s ,  a s f  m i e n t r a s  que  l a  
enz ima .de  r i f lbn  es  i n s e n s i b l e  a  l a  p r o t e b l i s i s  l i m i t a d a  d e  
Ac-PDE de - Mucor es  a c t i v a d a  de  2 a 3 v e c e s  p o r  t r i p s i n i z a c i b n  
c o n t r o l a d a  v e r  mhs a d e l a n t e  l a  s e c c i 6 n  X I V .  
Tabla 11 
Caracterfs t icas  ffsico-qufmicae de l a  Ac-PDE de Mucor r o u x i i  y 
de l a  Ac-PDE de rifi6n de perro (236), 
Caracterf s t i c a  Ac- PDE 
- 'M,rouxii 
-: 
Distribuci6n subcelular  soluble" " - soluble 
Especificidad para hidr6- 
lisis de AMPc t o t a l  altamente especff i c a  
Hm para AHPc (pM) 
Coef i c i e n t e  de sedimen- 
taci6n s . j 
Coef i c i e n t e  de di fus i6n 
( D ~ ~ ,  w' 107 cmZ/seg) 
Peso molecular 
Radio de ~ t o k e s ( 1 )  
Coeficiente f r i c c i o n a l  
(f /f  o) 
Activacibn por calmodulina 
Activaci6n por bajae 
concentracionea de GMPc 
Activaci6n por p r o t e 6 l i s i e  
Activaci6n por foafor i l ac i6n  
(a)valor m6s probable hal ladd por an61isIs  de amino6cidoe 
MUCOR R O U X I I  POR FOSFORILACION-DESFOSFORILACION 
- 
' .. u 1 'r -7 
XIII. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA DE AMPc DE . I?/-? I - 
- I XIII. 1. A c t i v a c i 6 n  p o r  ATP de  l a  Ac-PDE de una f r a c c i 6 n  enzirne- . . 
- r .  
t i c a  poco p u r i f  i c a d a  
A p e s a r  de l a  f a l t a  de r e s p u e s t a  a 1  ATP d e ' l a  Ac-PDE de  
M.rouxii pa rc ia l rnen te  p u r i f i c a d a  ( v e r  Tabla  9),  cuando se estu- 
d i 6  e l  e f e c t o  de e s t e  n u c l e 6 t i d o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  
de un e x t r a c t o  poco p u r i f i c a d o  se e n c o n t r 6  que  e l  ATP a c t i v a b a  
a  l a  enzima. Corno se v6 e n  l a  Tab la  1 2  l a  a c t i v i d a d  e n z i m h t i c a  
aument6 p o r  l a  p r e s e n c i a  de ATP e n  l a  rnezcla d e  i n c u b a c i 6 n  s i ec  
do e s t e  aurnento de a c t i v i d a d  proportional a  l a  c a n t i d a d  de ex- 
t r a c t ~  p r e s e n t e .  
Con l a  mayor c a n t i d a d  de p r o t e l n a  ensayada  se l o g r 6  una ac- 
t i v a c i 6 n  de  c a s i  d o s  v e c e s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  b a s a l .  
XIII. 2. Conservaci6n de l a  a c t i v a c i b n  p o r  ATP 
S e  i n v e s t i g 6  si e l  e f e c t o  a c t i v a n t e  d e l  ATP r e q u e r f a  l a  p r ~  
s e n c i a  c o n s t a n t e  d e l  n u c l e 6 t i d o  d u r a n t e  e l  ensayo enzim6t ico .  
P a r a  e l l o  se p r e i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  c o n v e n i e n t e s  d e l  e x t r a c t o  
con ATP-Mg y  AMPc y  a e  h i c t e r o n  c o n t r o l e s  p r e i n c u b a d o s  e n  l a s  
misrnas c o n d i c i o n e s  p e r o  a m i t i e n d o  e l  ATP. Luego de l a  p re incu-  
T a b l a  1 2  
Ac t ivac ibn  p o r  ATP d e  l a  Ac-PDE de l a  f r a c c i 6 n  de a u l f a t o  de 
* 
amonio 
p g  de p r e p a r a c i 6 n  A c t i v i d a d  de Ac-PDE 
enzimgt i c a  
+ ATP 0 , 2  mM 
* . 
Se  u t i l i z 6  un e x t r a c t 0  e n z i m g t i c o  de l a  e t a p a  2  de purifies 
. -  i.. . 
c i 6 n  ( T a b l a  8)- La a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  s e  mid i6  s e g h  s e  i n d r  
c6 en l a  s e c c i b n  V.4-1. de  M a t e r i a l e s  y Mbtodos a  1 0  pM de 
r se d e f i n i 6  como e l  c o c i e n t e  e n t r e  l a  a c t i v i d a d  e n  preaen-  
- 
c i a  de ATP y l a  a c t i v i d a d  e n  s u  a u a e n c i a -  
b a c i 6 n ,  ambas m u e s t r a s  se p a s a r o n  p o r  una columna de Sephadex 
E 2 5  p a r a  s e p a r a r  10s m e t e b o l i t o s  p r e s e n t e s  en  l a  p re incubac i6n .  
. 
Se ensay6  a c t i v i d a d  de Ac-PDE e n  a u s e n c i a  y en  p r e s e n c i a  de ATP 
en 10s f i l t r a d o s .  Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  e s t a s . e n s a y o s  se 
mues t ran  e n  l a  'Tab la  13. 
T a b l a  13 
* 
Conservaci6n de  l a  a c t i v a c i 6 n  p o r  ATP l u e q o  de f i l t r a c i 6 n  p o r  q e l  
C o n d i c i o n e s  de p r e i n c u b a c i 6 n  
C12Mg, AMPc, 
A c t i v i d a d  de Ac-PDE 
(pmoles/20 min) 
+ ATP 
C12Mg, AMPc, ATP 1 2 0  119  
t 
Se  p r e i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  de  1 0  y1 d e  l a  f r a c c i 6 n  de  s u l f a t o  
de amonio ( 0 , 3 3  mg d e  p r o t e f n a )  e n  una mezc la  de  i n c u b a c i 6 n  que 
c o n t e n f a  e n  un v o l u m e n f i n a l  de  0 , l  m l :  b u f f e r  f o s f a t o  de  p o t a s i o  
20 mM, pH 7,5 ;  2 -mercap toe tano l  2 mM, AMPc 10yM y C12Mg 1 0  mM. 
Una de 18s m e z c l a s  c o n t e n f a  a d e m g s ' ~ ~ ~  0 , 2  mM. A 1  cabo d e  1 0  min 
a 30QC, 10s t u b o s  se c o l o c a r o n  e n  un bafio d e .  h i e l o  y se agreg6  a 
cada  uno 1 0  p1 d e  EDTA 0 , l  M. L a s  m e z c l a s  se f i l t r a r o n  p o r  una 
pequefia columna de  Sephadex 6-25 d e  1 m l  e q u i l i b r a d a  con b u f f e r  
f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM, pH 7 , s ;  2-mercaptoetanol  2 mM. La pro- 
t e f n a  se e l u y 6  con b u f f e r  de  e q u i l i b r i o  y s e  ensay6  a c t i v i d a d  de 
Ac-PDE en  a l f c u o t a s  de  20 p1 con M ~ ~ +  como c a t i d n  d i v a l e n t e  en  
p r e s e n c i a  y en  a u s e n c i a  de  ATP 0 , l  mM. 
Como puede o b s e r v a r s e  en  l a  Tabla  e l  e x t r a c t o  enz im6t ico  p re -  
incubado en  p r e s e n c i a  d e  ATP p r e s e n t 6  una a c t i v i d a d  b a s a l  de Ac-PDE 
- 
100% s u p e r i o r  a  l a  d e l  c o n t r o l  p re incubado  s i n  ATP. Ademes l a  e n z i -  
ma p re incubada  e n  p r e s e n c i a  de  ATP no respond i6  a 1  agregado pos te-  
r i o r  de e s t e  n u c l e 6 t i d o  e n  e l  ensayo enzim6t ic0 ,  m i e n t r a s  que en  
e l  e x t r a c t o  p re incubado  s i n  ATP l a  enzima f u e  capaz  de ser a c t i v a -  
da c a s i  dos  v e c e s  s o b r e  e l  n i v e l  b a s a l  p o r  e l  agregado de  ATP, 
E s t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que no e s  n e c e s a r i a  l a  p r e s e n c i a  
c o n s t a n t e  de ATP p a r a  l a  a d t i v a c i b n  de  l a  m t i m a  y  que una vez  pr= 
duc ida  g s t a ,  s e  m a n t i e n e  e n  a u s e n c i a  d e l  a c t i v a d o r ,  
XIII. 3, Dependencia c o n  e l  t iempo de l a  a c t i v d 6 n  de l a  Ac-PDE 
p o r  ATP.Mq y AMPc, 
Se e s t u d i 6  como v a r i a b a  l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  PDE p o r  ATP.Mg y  
AMPc e n  f u n c i 6 n  d e l  tiernpo de  p r e i n c u b a c i 6 n  con e s t o s  metabolites* 
P a r a  e l l o  se p r ~ i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  c o n v e n i e n t e s  de l a  f r a c c i 6 n  
e n z i m h t i c a  de l a  e t a p a  2 de p u r i f i c a c i 6 n  d i s t i n t o s  t iempoa a  30QC 
y  c a n t i d a d e s  f i j a s  de  ATP.Mg y  AMPc, Los  v a l o r e s  o b t e n i d o s  se co& 
p a r a r o n  con 10s de 10s c o n t r o l e s  p r e i n c u b a d o s  en  l a s  mismae condi-  
cionea paro s i n  e l  egregado  d e  ATP,. S e  obse rv6  que a  30QC l a  ac- 
t i v e c i d n  Pue m6xfme e 10s .2 minutoa de pmincubac i6n .  
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F i q u r a  20: Dependencia d e  l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  Rc-PDE con e l  t iempo de 
p r e i n c u b a c i 6 n  
Se p r e i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  de 4 0 ~ 1  de  l a  f r a c c i 6 n  de  s u l f a t o  de amonio 
en  b u f f e r  f o s f a t o  de  p o t a s i o  20 mM, pH 7 , s ;  e n  un volumen f i n a l  de 0 , 2  m l  
en p r e s e n c i a  de C 1  Mg I 0  mM, AMPc 5 AM y  ATP 0 , l  mM (a) o  e n  a u s e n c i a  de  
ATP (0).  A 10s d i s z i n t o s  t i e m p o s  i n d i c a d o s  se tornaron a l f c u o t a s  de 20 91 
de  c a d a  mezcla  y  s e  l e s  agreg6  2 pl de  EDTA 0 , 2  M p a r a  d e t e n e r  l a  reac-  
c i6n .  De cada  una de e s t a s  a l l c u o t a s  s e  tomaron 5 p1 y  se ensay6 l a  a c t i -  
v i d a d  de2/$c-PDE en  p r e s e n c i a  de b u f f e r  f o s f a t o  d e  p o t a s i o  20 mM, pH 7,s; 
y  con Mg como c a t i 6 n  d i v a l e n t e .  
En e l  i n s e r t a d o  se g r a f i c a n  10s c d c i e n t e s  ( r )  de l a s  a c t i v i d a d e s  r e s u l  
t a n t e s  de  l a s  p r e i n c u b a c i o n e s  con ATP s o b r e  10s v a l o r e s  o b t e n i d o s  en  a u s e E  
c i a  de es te  n u c l e 6 t i d o  e n  f u n c i 6 n  d e l  t iempo d e  p re incubac i6n .  
disminuyendo l a  t e m p e r a t u r e  de  p r e i n c u b a c i 6 n  a 21PC con e l  o b j e t o  
de  poder  o b s e r v a r  me jo r  l a  c i n e t i c a  de a c t i v a c i 6 n .  En e a t a s  con- 
- 
d i c i o n e s  s e  obse rv6  que l a  a c t i v a c i 6 n  a l c a n z 6  s u  v a l o r  mhximo a 
10s 5 min de p re incubac i6n .  
P a r a l e l a m e n t e  a l a  c i n e t i c a  de l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  Ac-PDE se 
end6genas  d e l  e x t r a c t o  , reemplazando e l  ATP no radioactive p o r  
I 1  ATP d-32~  .Los r e s u l t a d o s  se ven en  l a  F i g u r a  21. Puede ob- 
s e r v a r s e  que ambos p rocesos :  a c t i v a c i 6 n  de l a  enzima y f o s f o r i -  
l a c i 6 n  de p r o t e l n a s  s i g u i e r o n  una c i n h t i c a  s i m i l a r .  
XIII. 4. E f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de  ATP s o b r e  l a  a c t i v a c i 6 n  
de l a  Ac-PDE . 
Se  e s t u d i 6  e l  e f e c t o  de c o n c e n t r a c i o n e s  v a r i a b l e s  de ATP e n  
l a  mezc la  de p r e i n c u b a c i 6 n  s o b r e  l a  a c t i v a c i 6 n  de  l a  Ac-PDE en  
un e x t r a c t o  e n z i m g t i c o  de l a  e t a p a  2 de  p u r i f i c a c i 6 n .  Los r e s u l -  
t a d o s ,  g r a f i c a d o s  e n  l a  F i g u r a  22 mues t ran  que .  l a  a c t i v a c i d n  de  
l a  enzima depende de l a  concen t rac i f in  de  ATP a lcanz6ndose ,  
en  l a s  c o n d i c i o n e s  de ensayo ,  un mbximo d e  a c t i v a c i 6 n  con una 
c o n c e n t r a c i 6 n  de ATP 0 , l  mM. 
S i  b i e n  e s t o s  r e s u l t a d o s  mues t ran  que e x i s t e  una dependen- 
c i a  de l a  a c t i v a c i 6 n  de  l a  enzima con l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de  ATP, 
t ie mpo (mid  
F i q u r a  21: C i n g t i c a  de  l a  a c t i v a c i d n  de l a  Ac-PDE y de l a  f o s f o r i l a -  
c i d n  de  p r o t e i n a s  enddqenas  
L a s  c o n d i c i o n e s  de  10s e n s a y o s  f u e r o n  s i m i l a r e s  a  l a s  d e s c r i p t a s  en  
l a  l e y e n d a  de  l a  F i g u r a  20, a  excepc idn  de que  p a r a  l a  medicidn de  ~ 0 4 ~ ~ 1  
i n c o r p o r a d o  a  p r o t e f n a s  enddgenas  s e  reemplazd e l  ATP p o r  ATP[Y-~~P] 
6 (20.10 c p m h i n ) .  A 10s t i e m p o s  i n d i c a d o s  s e  tomaron a l f c u o t a s  de 1 0  p1 y 
s e  p r o c e s a r o n  como se i n d i c d  p a r a  e l  ensayo de Rc-QP en  l a  s e c c i d n  V.5.1. 
de M a t e r i a l e s  y  M C ~ O ~ O S .  La r a d i o a c t i v i d a d  mexima de  3 2 ~  i ncorporado  a  
p r o t e f n a  f u e  d e  20.000 cpm/lO p1. 
F i q u r a  22: E f e c t o  de  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de  ATP s a b r e  l a  a c t i v a c i b n  de 
l a  Ac-PDE 
Se  p r e i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  de  0 , 3  mg d e  p r o t e f n a  de l a  f r a c c i b n  de 
s u l f a t o  d e  amonio d u r a n t e  1 0  min a  30PC e n  un volumen f i n a l  de 0 , l  m l  
e n  p r e s e n c i a  de C12Mg 1 0  mM, AMPc 5 JJM y ATP en  c o n c e n t r a c i o n e s  v a r i a -  
b l e s .  A 1  cab0  de este  t iempo 10s t u b o s  se c o l o c a r o n  e n  bafio d e  h i e l o  y 
l a  r e a c c i b n  s e  de tuvo  p o r  e l  agregado  de  5 pl de  EDTA M. La a c t i v i  
dad de Ac-PDE s e  ensay6 en  a l f c u o t a s  de  1 0  p1 con AMPc 
b u f f e r  f o s f a t o  de  p o t a s i o  20 rnM, pH 7 , 5  y con M ~ ~ +  
p a r e c i 6  aven tu rado  c a l c u l a r  algGn par6metro  c i n E t i c o  p a r a  e s t e  
n u c l e d t i d o  - y a  que s u  c o n c e n t r a c i d n  en  e l  ensayo queda indetermi-  
nada deb ido  a l a  p r e s e n c i a  de ATPasas e n  este e x t r a c t o .  
XIII. 5. R e s u e r i m i e n t o s  p a r a  l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  Ac-PDE 
Dado que 10s e x p e r i m e n t o s  de a c t i v a c i 6 n  de l a  Ac-PDE r e a l i -  
zados  h a s t a  e l  momento se h i c i e r o n  en  p r e s e n c i a  de ATP.Mg y AMPc, 
p a r e c i 6  o b v i o  e s t u d i a r  si  t o d o s  e s t o s  m e t a b o l i t o s  e r a n  r e q u e r i d o s  
p a r a  le a c t i v a c i b n  de  l a  enzima. 
La Tab la  1 4  m u e s t r a  10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  cuando s e  compa- 
r a r o n  l a s  a c t i v i d a d e s  d e  Ac-PDE de un e x t r a c t o  de  l a  e t a p a  3 de 
p u r i f i c a c i d n  p re incubado  e n  p r e s e n c i a  d e  ATP,Mg y AMPc con l a s  
a c t i v i d a d e s  o b t e n i d a s  cuando se o m i t i e r o n  de a uno p o r  vez ,  o to -  
d o s  e l l o s ,  de  l a  mezc la  de p re incubac i6n .  Como puede v e r s e  l a  pre-  
i n c u b a c i d n  en  p r e s e n c i a  de ATP-Mg y AMPc p r o d u j o  un aumento de l a  
! 
a c t i v i d a d  de Ac-PDE de  c a s i  d o s  v e c e s  r e s p e c t o  d e l  c o n t r o l  p r e i n -  
cubado en  a u s e n c i a  de  10s rne tabo l i tos .  La omis i6n  de  c u a l q u i e r a  
de  e l l o s  e n  l a  mezcla  d e  p r e i n c u b a c i 6 n  mantuvo l a  a c t i v i d a d  de l a  
enzima e n  10s v a l o r e s  d e l  c o n t r o l ,  No se obse rvd  a c t i v a c i 6 n  de l a  
Ac-PDE cuando s e  reemplazb e l  ATP e n  l a  mezcla  de p r e i n c u b a c i 6 n  
p a r  un d e r i v a d o f $  imido cuyo f o s f a t o x  no es  h i d r o l i z a b l e .  
Tabla  1 4  
* 
I Requer imien tos  p a r a  l a  a c t i v a c i 6 n  de  l a  Ac-PDE 
C o n d i c i o n e s  de 
p r e i n c u b a c i 6 n  
A c t i v i d a d  de Ac-PDE 
(pmoles/20 min) 
% de l a  a c t i v i d a d  
m6xima 
a. Mezcla comple ta  
- -2+ 
e. -Mg + EDTA 10 mM - 
f a  -ATP+ PjT -irnido 
ATP 0 , 2  mM 
' * S e  p r e i n c u b 6  una a l f c u o t a  de 0 , 2  mg d e  p r o t e f n a  de  l a  f r a c -  
c i 6 n  de  DEAE-ce lu los~  d u r a n t e  1 0  min a  30QC en  un volumen f i n a l  
de 0 , l  m l  de  l a  s i g u i e n t e  mezcla:  b u f f e r  f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM, 
pH 7 , 5 ;  2 -mercap toe tano l  2  mM, C12Mg 1 0  mM, AMPc 5 pM, ATP O , l  mM 
(mezc la  completa) .  A l f c u o t a s  i g u a l e s  d e l  e x t r a c t o  gnz imht ico  s e  
p r e i n c u b a r o n  en  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  d e  l a  mezcla  comple ta  con 
l a s  o m i s i o n e s  y/o a d i c i o n e s  i n d i c a d a s  e n  l a  t a b l a  (b. a  fa). A 1  
- 
cabo d e l  p e r f o d o  de  p r e i n c u b a c i 6 n  l a s  m e z c l a s  se p r e d i p i t a r o n  con 
s u l f a t o  de  amonio y  se p r o c e s a r o n  como se i n d i c 6  e n  l a  s e c c i 6 n  
V.4.2. de M a t e r i a l e s  y Mhtodos. 
S e  ensay6 a c t i v i d a d  de Ac-PDE e n  a l f c u o t a s  de 2  p1 de 10s 
p r e c i p i t a d o s  re suspend idos .  
De e s t o s  r e s u l t a d o s  s e  puede , c o n c l u i r  que l a  a c t i v a c i b n  p o r  
I 
ATP de l a  Ac-PDE de  M, r o u x i i  t i e n e  10s mismos r e q u e r i m i e n t o s  
que 1;s de una f o s f o r i l a c i 6 n  mediada p o r  una q u i n a s a  de p r o t e f n a  
d e p e n d i e n t e  de AMPc. 
' I  f -  XIII, 6, Dependencia de  la' a c t i v a c i 6 n  de  l a  Ac-PDE con l a  q u i n a s a  , 
. ' I _  - 
de  p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de AMPc . . -  
I 
P 
. I  r 
. . 
1 
-7 L o s  r e s u l t a d o s  p r e s e n t a d o s  en l a s  T a b l a s  13 y  1 4  s u g i e r e n  
que l a  a c t i v a c i 6 n  de  l a  Ac-PDE de M-roux i i  p o d r f a  e s t a r  mediada 
p o r  f o s f o r i l a c i d n  e n  l a  que i n t e r v e n d r f a  una q u i n a s a  de p r n t e f n a  
d e p e n d i e n t e  d e  AMPc. R e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  e l  l a b o r a t o r i o  y a  
habfan demost rado que e n  l a  f r a c c i 6 n  d e  s u l f a t o  de  amonio ( e t a p a  
2  de l a  p u r i f i c a c i 6 n )  e x i s t f a  a c t i v i d a d  de  Ac-QP, a c t i v i d a d  que  
acompafia a  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  en  l a  c r o m a t o g r a f f a  de  d i c h a  f r a c -  
c i 6 n  e n  una columna de  DEAE-celulosa ( F i g u r a  12) .  C o i n c i d e n t e  
con e s t o s  r e s u l t a d o s  son  10s de l a  T a b l a  1 4  que  mues t ran  que e n  
e s t a  e t a p a  de l a  p u r i f i c a c i 6 n  l a  Ac-PDE pudo ser a c t i v a d a  en  pre-  
'i 
s e n c i a  de ATP-Mg y AMPc y s i n  agregado de  Ac-QP ex6gena. S i n  em- 
bargo  cuando ambas a c t i v i d a d e s  e n z i m g t i c a s  se s e p a r a r o n  e n  g r a d i e l  
3 
t e  de  s a c a r o s a  deb ido  a  s u s  d i f e r e n t e s  c o e f i c i e n t e s  de  sedimenta-  
c i b n ,  l a  a c t i v a c i 6 n  d e  l a  Ac-PDE se h i z o  d e p e n d i e n t e  d e l  agregado 
de Ac-QP, Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  pueden v e r s e  e n  l a  T a b l a  15. 
Como puede o b s e r v a r s e  e l  agregado de  ATP o  Ac-QP p o r  s e p a r a d o  no 
f u e r o n  c a p a c e s  de  e l e v a r  l a  a c t i v i d a d  b a s a l  d e  l a  Ac-PDE, mien- 
t r a s  que  e s t a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  se d u p l i c 6  p o r  l a  p r e s e n c i a  
c o n j u n t a  de  ATP y  q u i n a s a -  
Tab la  15 
A c t i v a c i b n  de  l a  Ac-PDE mediada p o r  p r o t e f n a  q u i n a s a  dependien-  
t e  de AMPC* 
Ac-PDE Ac-QP ATP A c t i v i d a d  de Ac-PDE 
( ~ 9 )  ( u n i d a d e s )  ( 0 , l  mM) (pmoles/20 min) 
* Se  ensay6  a c t i v i d a d  de Ac-PDE, con M ~ ~ +  como c a t i d n  d i v a l e n -  
t e ,  e n  a l f c u o t a s  de  2 ~ 1  de l a  f r a c c i b n  de g r a d i e n t e  d e  s a c a r o s a  
( e t a p a  4 d e  l a  p u r i f i c a c i 6 n )  con l a s  a d i c i o n e s  i n d i c a d a s .  
Se u t i l i z 6  como f u e n t e  de Ac-UP una p r e p a r a c i 6 n  p r o v e n i e n t e  
d e l  mismo g r a d i e n t e .  de  s a c a r o s a  y  cuya  a c t i v i d a d  e s p e c f f  i c a  e r a  
3-800 unidades/mg de p r b t e f n a .  E s t e  a c t i v i d a d  e a t 6  l i b r e  de qui -  
n a s a s  i n d e p e n d i e n t e s  de  AMPc (Moreno,,  S - ,  ~ 0 m ~ n i ~ ~ ~ i 6 n  ~ e r s 0 n a 1 ) -  
Como puede v e r s e  e n  l a  F i g u r a  23 l a  a c t i v a c i 6 n  d e  l a  Ac-PDt 
r e s u l t 6  d e p e n d i e n t e  de  l a  c a n t i d a d  de  Ac-QP p r e s e n t e  e n  l a  mezcla 
de i n c u b a c i 6 n ,  a l c a n z e n d o s e  un v a l o r  mgximo de a c t i v a c i d n  
( 2  veces )  con 60 u n i d a d e e  de quinasa .  La a c t i v a c i 6 n  de l a  PDE f u e  
completamente a n u l a d a  p o r  e l  agregado de un exceso  de i n h i b i d o r  
t e r m n e s t a b l e  de  l a  qu inasa .  A ninguna c o n c e n t r a c i 6 n  de  Ac-QP u t i -  
l i z a d a  se o b s e r v 6  a c t i v a c i 6 n  e n  a u s e n c i a  de ATP. 
Los  r e s u l t a d o s  de  l a  T a b l a  15 y d e  l a  F i g u r a  2 3  conf i rmaron 
que l a  a c t i v a c i d n  de  l a  Ac-PDE de  M,rouxii  e s t 6  mediada p o r  l a  
q u i n a s a  de  p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de  AMPc. 
XIII, 7. Pargmet ros  c i n E t i c o a  de l a  Ac-PDE a c t i v a d a  
- 
Se  de te rmin6  si  l a  a c t i v a c i d n  d e  l a  Ac-PDE p o r  f o s f o r i l a c i 6 r t  
-:i 
a f e c t a b a  l a  a f i n i d a d  de  l a  enzima p o r  e l  s u s t r a t o ,  l a  v e l o c i d a d  de  
h i d r 6 l i s i s  d e l  AMPc o  ambos p a r e m e t r o s  a  l a  v e t ,  P a r a  e l l o  se pre-  
incub6  una a l f c u o t a  de  l a  f r a c c i 6 n  de  DEAE-celulosa ( e t a p a  3 de l a  
p u r i f i c a c i 6 n )  con ATP.Mg y AMPc, a 1  mismo t iempo se p r e i n c u b 6  o t r a  
a l l c u o t a  i g u a l  e n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  p e r o  en  a u s e n c i a  de  ATE. 
- , -,* .q 
Ambas mezc las  s e  p r e c i p i t a r o n  con  una s o l u c i 6 n  s a t u r a d a  de  sul?a%o 
de amonio y 10s p r e c i p i t a d o s  r e s u s p e n d i d o s  y d i a l i z a d o s ,  se u t i l i -  
z e r o n  p a r a  l a s  medidas  c i n h t i c a b ,  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se ven 
en  l a  F i g u r a  24. Como puede o b s e r v a r s e  l a  a c t f v a c i 6 n  de l a  enzima 
Unidades de Ac-QP 
Ffqura  23: Dependencia de  l a  a c t i v a c i b n  de  l a  Ac-PDE con  l a  c a n t i d a d  
Se  ensay6 a c t i v i d a d  d e  Ac-PDE en  a l f c u o t a s  de  8 pg d e  l a  f r a c c i b n  
de g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  con como c a t i d n  d i J a l a n t s  e n  p r e s e n c i a  de 
c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de Ac-qP, e n  a u s e n c i a  (01 o  e n  p r e s e n c i a  (e) de  
ATP 0 , l  mM. E l b  i n d i c a  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE e n s a y a d a  e n  p r e s e n c i a  de 
ATP, Ac-qP y  50 y g  d e l  i n h i b i d o r  p r o t e i c o  de l a  Ac-QP. 
Los v a l o r e s  e n  o r d e n a d a e  r e p r e s e n t a n  e l  c o c i e n t e  e n t r e  l a  a c t i v i d a d  
de Ac-PDE ensayada  e n  p r e s e n c i a  de ATP y  Ac-qP y  l a  a c t i v i d a d  medida e n  
a u s e n c i a  de ATP, 
E r n '  
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r i q u r a  24: R e p r e s e n t a c i 6 n  de  Lineweaver-Burk de l a  Ac-PDE " n a t i v a n  
y a c t i v a d a  
P a r a  l a  a c t i v a c i 6 n  d e  l a  enzirna s e  p r e i n c u b 6  una a l f c u o t a  de 0 , 8 5  mg 
de p r o t e f n a  de l a  f r a c c i b n  de DEAE-celulosa a  30QC d u r a n t e  6 min. en  un 
volumen f i n a l  de 0 , 4  m l  con ATP-Mg y  AMPc carno s e  i n d i c 6  e n  l a  secc.V-4-2. 
de Mat. y  M6t. (enzima a c t i v a d a  ( 0 ) ) .  O t r a  a l f c u o t a  i g u a l  se p r e i n c u b 6  
en  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  e x c e p t 0  que s e  o m i t i 6  e l  ATP de l a  mezcla  
(enzima " n a t i v a W  ( 0 ) ) .  L a s  rnezclas de  r e a c c i d n  s e  p r e c i p i t a r o n  con una 
s o l u c i 6 n  s a t u r a d a  de  s u l f a t o  de  amonio y  s e  p r o c e s a r o n  coma s e  i n d i c 6  e n  
l a  misma secci6n.  La a c t i v i d a d  de Ac-PDE se ensay6 e n  a l f c u o t a s  a p r o p i a -  
d a s  de 10s p r e c i p i t a d o s  r e s u s p e n d i d o s  y  d i a l i z a d o s ,  a  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  
de AMPc cuyas  i n v e r s a s  s e  i n d i c a n  e n  l a  f i g u r a .  
condujo a  un aumento de l a  V de aproximadamente 3 veces s i n  afec- 
t a r  en forma e ign i f i ca t i va  l a  efinidad de l a  enzima por e l  AMPc~ 
C 
E s  importante sefialar que en e l  rango de concentraciones f i s i o l 6 -  
gicas de sus t ra to  (1-2 pM) se observa una activacidn apreciable 
de l a  enzima. 
En c a s i  todoe 10s casos de activacf6n o  inactivaci6n de en- 
zimas por fos for i l ac i6n  se  demostr6 que e l  proceso puede r e v e r t i s  
se par una reacci6n en l a  que intervienen foafa tasas  de fosfopro- 
Se estudi6 l a  r eve r s ib i l i dad  de l a  act ivaci6n de l a  Ac-PDE 
por ATP.Mg y AMPc u t i l i zando  una f racci6n de sul fa to  de arnonio. 
Esta frecci6n ademfis de l a s  act ividades de PDE y ,  de quinasa de 
protefna present6 act iv idad de fos fa tasa  de fosfopxotelna l a  que 
fue inhibida 90% par fosf a to  de potasio 26"N'(M. Seigelchif e r ,  
cornunicaci6n personal). 
La desactivacibn de l a  Ac-PDE de l a  f racci6n de su l f a to  de 
amonio, previamente act ivada,  se es tudi6  luego de p rec ip i t a r  l a  
protelna con su l f a to  de amonio para aeparar e l  ATP.Mg y AMPc 
u t i l i zados  para l a  ac t ivacibn i n i c i a l .  E l  precipitado obtenido, 
resuspendido y dial izado,  se someti6 entonces a  condiciones que 
favefeclan l a  desfosfari laci6n.  Se pudo obeervar que l a  deaacti- 
vaci6n.de l a  Ac-PDE fue dependiente d e l  tiempo a1 cual  l a  enzima 
eetuvo sometida a dichas condicionee. En efecto ,  coma at? v6 en 
l a  Tabla 16 l a  act ividad de Ac-PDE diPiminuy6 en forma notable 
(50% de l  valor i n i c i a l )  luapo de un perlodo de incubacidn de 20 
min en condicionee de deaf osf o r i l ac f  6n. Esta deeectivaci6n f ue 
completmente bloqueada por l a  preeencia de foefa to  de pofasio 
20 mM (datos  que no se muestran), reeultadoe consietentes con 
e l  efecto  inh ib i to r io  de l  foefa to  sobre l a  ac t iv idad de fosfe- 
t asas  de f o sf opro tefna. 
Se pudo demostrar que 1s deeactivaci6n fue  un proceso rever- 
s i b l e  y no se debid a inactivacibn por deanaturalizaci6n ya que 
se logrb res taura r  cae i  toda l a  act ividad i n i c i a l  cuando, luego 
de 20 min de incubaci6n en auaencia de f o s f a t o  de potasio,  l a  
ac t iv idad de Ac-PDE se  enaay6 en presencia de ATP. 
En un experimento control  l a  f raeci6n de eu l fa to  de pmonio 
ee someti6 a1 mimo tratamiento descripto anteriormente, excepto 
que no s e  agreg6 ATP en l a  etapa de activacibn. La act ividad de 
Ac-PDE no decay6 aignificativamente cusndo s e  eneay6 sct ividad 
enzimgtica luego de 10s d i s t i n t o s  tiempoa a 10s que eetuvo so- 
metida a condiciones que favorec$an l a  desfoefori lsci6n.  Adembs 
l a  enzima f u e  capaz de s e r  activada c a s i  do8 vecee por e l  agre- 
gado de ATP en e l  ensayo enzim6tico. 
Tabla 16 
1 
~ e v e r i i b i l i d a d  de l a  activacidn par fos for i l ac idn  de l a  Ro-PDE 
Actividad de Ac-PDE 
- ATP + ATP 
'e 
Activada 
- ATP + ATP 
160 170 
* Para l a  act ivaci6n de l a  enzima se  ~ r e i n c u b 6  una a l fcuota  de 
50 yl ( 2  mg de protefna) de l a  f raccidn de su l fa to  de amonio du- 
ran te  10'min a 30QC con ATPoMg y AMPc en un volGmen f i n a l  de 2 m l  
como se  indic6 en l a  secci6n V.4.2. de Materiales y Mltodos (en- 
zima activada). Otra a l fcuota  igua l  se preincubd en l a s  mismas 
condiciones excepto que se  omiti6 e l  ATP de l a  mezcla (enzima 
"nativan). A 1  f i n a l  del  perfodo de preincubaci6n l a s  mezclas de 
reacci6n se precipi taron con su l f a to  de amonio como se  indic6 en 
l a  misma secci6n. 
Ambos precipi tados  se  resuspendieron en 0,2 m l  de buffer 
fos fa to  de potasio 20 mM, pH 7.5; 2-mercaptoetanol 2 mM, y se 
ensayd actividad de Ac-PDE en a l fcuo tas  de 10 yl en ausencia y 
en presencia de ATP 0 , l  inM (0  min). v - .  ,'J 
E l  r e s t o  de l a s  soluciones s e  diluy6 9 veces con 6 ; ~ ~ e r  B 
con e l  objeto de dieminuir l a  concentracidn de fosfato.  Las mez- 
c l a s  se  incubaron a 3GQC durante 10 y 20 min. y a1 cabo de e s to s  
tiempos se tomaron a l fcuo tas  de 9 0 p 1  en l a s  cuales  se  ensa 6 Z act iv idad de Ac-PDE en ausencia y en presencia de ATP 0 ,1  m 
En todos 10s ensayos da act iv idad enzimbtica se u t i l i z d  
como cat i6n divalente y se  agrep6 50 unidydes de Ac-QP~ 
= I  ,. - * 
Estos resul tados  avalan l a  h ip6tes ia  de que l a  act ividad de 
Ac-PDE de Mucor rouxi i  puede aer  regulada por un mecanismo de 
f  osforilaci6n-'desfosf o r i l ac i6n  y que l a  ( s) f  osf a tasa  ( 6 )  de f o b  
foprotefna (s), presentes en l a  f r a ~ c i 6 n  da su l f a to  de amonia 
son capaces de desactivar a  l a  enzima. 
X I V .  ACTIVACION DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc POR ENZIMAS 
PROTEOLITICAS 
Existen en l a  l i t e r a t u r a  muchos antecedentes sobre e l  efectll 
activador de l a  p r o t e 6 l i s i s  l imi tada sobre l a  ac t iv idad de fosfo- 
d ies te rasa  de nucle6tidos c fc l i cos ,  t an to  soluble como par t icula-  
da, proveniente de d i s t i n t o s  t e j i d o s  de mamfferos (213,214,238, 
254,274,399,400). En general e s t e  e fec to  act ivador e s t 6  acompafla- 
do por una disminuci6n observable de l  tamaRo molecular. 
Para es tud ia r  e l  efecto  de l a  p r o t e 6 l i s i s  l imi tada  sobre l a  
Ac-PDE soluble de Mucor rouxi i ,  s e  preincubaron a l fcuo tas  de un 
ex t rac t0  parcialmente purif icado de l a  enzima ( f racci6n de gradiefi " 
t e  de sacarosa) en presencia de t r i p s i n a  a  OW durante 20 min. Se 
observ6 que l a  Ac-PDE fue activada de 1,s a  3 veces por e s t e  tra- 
tarniento. Ademes se determin6 que e l  e fec to  act ivador de l a  t r ip -  
* 
si na fue  dependiente de l a  concentraci6n de l a  enzima pro teo l f t i -  
ca y del  tiempo a  que l a  Ac-PDE estuvo sometida a  dicho tratamiento. 
Estos resultadoa se observan en l a  Figura 25. 
Ti empo (mid 
- 
- 
S e  p r e i n c u b a r o n  4 y g  de ~ r o t e f n a  de  l a  f r a c c i d n  de  g r a d i e n t e  
s a c a r o s a  d u r a n t e  20 min a  4QC en  b u f f e r  A y con c o n c e n t r a c i o n e s  cre- 
c i e n t e s  de  t r i p s i n a  e n  un volumen f i n a l  de  0,05 m l  (Fig .  25 A). Alf- 
c u o t a s  i g u a l e a  s e  p r e i n c u b a r o n  e n  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  con 1 pg d e  
t r i p s i n a  d u r a n t e  10s t i empos  i n d i c a d o s  ( F i p u r a  25 B). En t o d o s  10s ca- 
sos se a g r e  6 5 y g  de  i n h i b i d o r  de  t r i p s i n a  a 1  f i n a l  d e l  p e r f o d o  de 8 p r e i n c u b a c i  no La a c t i v i d a d  de Ac-PDE se ensay6  e n  l a  mezcla  t o t a l  
p l e t a n d o  e l  volumen f i n a l  ( 0 , l  m l )  con 10s componentes d e l  ensayo  d@ 
Ac-PDE . 
X I V .  1. Relaci6n en t r e  l a  activaci6n de l a  fosfodies teraea  de 
AMPc por foafor i l ac i6n  y por p ro t ed l i s i e  I 
1 -  - 
Se quiso e s t u d i a r e i l a  activaci6n de l a  Ac-PDE por fos for i -  
lac i6n y l a  act ivaci6n por p r o t e 6 l i s i s  l imitada eran fendmenoe 
relacionsdos o  independientee, e s  deci r  averiguar e i  l a  enzima 
una vez activada por uno de es tos  mecanismoe e r a  todavfa capaz 
de responder a1 otro. Para e s to s  experimentos se t raba j6  con un 
extracto  entimgtico de l a  fracci6n de gradiente de sacarosa 
(etapa 4 de l a  pur i f icaci6n) .  Los tratamientos a  10s que fue  so- 
metido e l  ex t rac to  y l o s  reeultados obtenidoe s e  resumen en l a  
Tabla 17. En un grupo de experimentos ae act iv6 a l a  enzima con 
ATP.Mg. AMPc y Ac-QP y posteriormente se l e  eometi6, o  no, a  
t ratamiento con t r i p s i n a  ( l l neas  c. y d m ) ;  en un segundo experi- 
mento se act iv6 a  l a  enzima par preincubaci6n con t r i p s i n a  y 
posteriormente se ensay6 a  l a  act ivaci6n par ATP.Mg y Ac-qP du- 
ran te  e l  ensayo enzim6tico ( l fnea  b). Los resul tados  obtenidoe 
muestran que tan to  e l  tratamiento con t r i p e i n a  ( lsnea  b.) coma 
l a  preincubaci6n en condiciones fo s fo r i l an t ea  ( l i nea  c.) l l eve-  
ran a  l a  Ac-PDE e l  mismo grado de act iv idad,  aproximadamente 
100% sobre e l  control .  Los resul tados  de l a  t a b l a  muestran tam- 
bi6n que una vez que l a  enzima fue act ivsda par foefor i l ac i6n  
r e su l t6  insens ib le  a1  tratamiento pos t e r io r  con t r i p s i n a  
( l fnea  d.) y reciprocamente l a  enzima pre t ra tada  con t r i p s i n a  
Tabla  17 
Act ivaci f in  s e c u e n c i a l  de  l a  Ac-PDE p o r  f o s f o r i l a c i f i n  o  p o r  
p r o t e f i l i s i s  l i m i t  ada  
A d i c i o n e s  A c t i v i d a d  de Ac-PDE 
(pmoles/20 min/2 ~ 1 )  
18 pre incubac i f in  2Q pre incubaci f in  - ATP + ATP 
1 0  min a  309 C 20 min a  4Q C ( 0 , l  mM) 
a. ' - - 1 5 0  29 2 
Ac-QP,' AMPc, ATP 
t r i p s i n a  
d, Ac-QP, AMPc, ATP t r i p s i n a  - 305 
* Se  p r e i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  de  2  yl  ( 1 0  p g  d e  p r o t e l n a )  de l a  
f r a c c i f i n  de g r a d i e n t e  de  s a c a r o s a  ( e t a p a  4 d e  l a  p u r i f i c a c i f i n )  d i  
r a n t e  10 min a  300 C e n  un volumen f i n a l  d e  9 0  p1, e n  una mezcla  
que c o n t e n f a  b u f f e r  f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM, pH 7,5; 2-mercaptog 
t a n 0 1  2 mM y C12Mg 1 0  mM con l a 8  a d i c i o n e s  i n d i c a d a s  en  l a  Tabla.  
L a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  AMPc, ATP y  Ac-QP u t i l i z a d a s  f u e r o n :  lpM, 
0 , l  mM y 500 u n i d a d e s h l  r e s p e c t i v a m e n t e ,  L a s  m e z c l a s  se sometie-  
r a n  a  una segunda p re incubac i f in  e n  a u s e n c i a  o  e n  p r e s e n c i a  d e  t r i p -  
s i n a  ( 2 0  pg/ml)  d u r a n t e  20 min a  4Q C, A 1  cabo  d e  este  t iempo s e  
agregfi a  t o d o s  10s t u b o s  i n h i b i d o r  de t r i p s i n a  de c l a r a  de huevo 
( 5  y g )  y  a 10s t u b o s  a. y c t r i p s i n a  ( 2 0  pg/ml). Luego de  l a s  pre-  
i n c u b a c i o n e s  se ensay6  a c t i v i d a d  de  Ac-PDE e n  l a  a l f c u o t a  t o t a l  en  
a u s e n c i a  o  p r e s e n c i a  de  ATP, La reacc i f in  se comenzfi p o r  e l  agrega- 
do de  AMPc [ 3 ~ )  1 0  yM. Los e x p e r i m e n t o s  b y d suplementaron du- 
r a n t e  e l  ensayo de  Ac-PDE con 5 0  u n i d a d e s  d e  Ac-QP, 
- 
C - I ,  - 1- . 
no 'f ue c a p a z  de r e s p o n d e r  a  l a  a c t i v a c i 6 n  p o r  ATP-Mg y  Ac-QP du- 
. . 
, r a n t e  e l  ensayo  e n z i m e t i c o  ( l f n e a  b), 
' E s t o s  r e s u l t a d o s  s e r f  an c o n s i s t e n t e s  con e l  modelo d e l  " inh i -  
b i d o r  i n t e r n o n  p r o p u e s t o  p o r  Haufman y  F i s h e r  (40.11 p a r a  e x p l i c a r  
l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  h i d r o x i l a s a  de l a  f e n i l a l a n i n a  de h igado de 
r a t a  p o r  l i s o l e c i t i n a  y  q u i m i o t r i p s i n a ,  modelo que t ambi6n e x p l i -  
c a  l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  enzima p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  (4U2). SegGn e s t e  
modelo l a  enzima c o n t i e n e  una cadena p o l i p e p t f d i c a  i n h i b i d o r a ,  l a  
que s e r f a  d e s p l a z a d a  de  s u  s i t i o  i n h i b i t o r i o ,  r e v e r s i b l e m e n t e  p o r  
l a  a c c i 6 n  d e t e r g e n t e  de  c i e r t o s  f o s f o l f p i d o s  o  i r r e v e r s i b l e m e n t e  
p o r  p r o t e b l i s i s  l i m i t a d a .  La i n t r o d u c c i 6 n  de  g r u p o s  f o s f a t o  en  
l a  mol6cula  e n z i m h t i c a  tambign d e s p l a r e r f a  r e v e r s i b l e m e n t e ,  p o r  
r e p u l s i 6 n  e l e c t r o s t 8 t i c a ,  a 1  p o l i p 6 p t i d o  i n h i b i d o r ,  a c t i v a n d o  de 
e s t a  manera a  l a  enzima. Asf l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  enzima p o r  a lguno 
de e s t o s  mecanismos no s e r f a  a d i t i v a  con l a  a c t i v a c i 6 n  p o r  cua l -  
q u i e r a  de Ids o t r o s ,  
X I V ,  2. P e r f i l  de  s e d i m e n t a c i 6 n  en  q r a d i e n t e  de  s a c a r o s q  de l a  
f o s f o d i e s t e r a s a  de  AMPc a c t i v a d a  p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  o  p o r  
t r i p  s i n i z a c i 6 n  
Los  e x p e r i m e n t o s  que  s e  d e s c r i b e n  en  e s t a  s e c c i 6 n  se r e a l i z a -  
r o n  con e l  o b j e t o  de v e r  si 10s p r o c e s o s  de f o s f o r i l a c i b n  y  t r i p -  
s i n i z a c i 6 n  p r o d u c f a n  cambios  e n  e l  tamaiio a p a r e n t e  de l a  enzima, 
Para e l l o  s e  preincubaron a l f c u o t a s  convenientes  de l a  prepara- 
c i6n  enz ims t i ca  ( f r a c c i 6 n  de DEAE-celulosa) con ATP,Mg y AMPc. o  
- 
e' 
con t r i p s i n a ;  una t e r c e r a  a l f c u o t a  s e  someti6 a  f o s f o r i l a c i 6 n  y 
p o s t e r i o r  tripainizaci611, Luego de e s t o s  t r a t a m i e n t o s  s e  ana l i -  
z6 e l  e s t a d o  de l a  enzima en g r a d i e n t e s  de s aca rbsa  e n t r e  5-20% 
y s e  10s compar6 con e l  de un c o n t r o l  preincubado s i n  ad i c iones  
(enzima n a t i v a ) ,  
La F igu ra  26A muestra  un p e r f i l  t f p i c o  de sedimentaci6n de 
l a  enzima n a t i v a  luego de cen t r i fugac i6n  en g r a d i e n t e  de sacaro- 
sa,  So lo  s e  observ6 un p i co  de a c t i v i d a d  cuyo c o e f i c i e n t e  de ee- 
dimentaci6n r e s u l t 6  de 4,2 S,, E l  t r a t amien to  de l a  Ac-PDE con 
t r i p e i n a  produ j o  una disminucidn d e l  S20,, de 4 ,2  S a  2,6 S 
(F igura  268) mien t r a s  que l a  enzima a c t i v a d a  por  f o s f o r i l a c i 6 n  
mostrd e l  mismo v a l o r  de S20,w que e l  de l a  enzima n a t i v a  (Fig* 
r a  2 6 C ) .  La enzima a c t i v a d a  por  f o s f o r i l a c i 6 n  y  pos te r iormente  
sometida a p r o t e b l i s i s  mostr6 una d i m i n u c i 6 n  en s u  c o e f i c i e n t e  
de eedimentaci6n s i m i l a r  a1  de l a  Ac-PDE t r a t a d a  unicamente coR'. 3 
T E 
t r i p s i n a  (F igu ra  26 8). S i n  embargo e s t e  t r a t a m i e n t o  con t r i p s i -  
na luego  de l a  a c t i v a c i 6 n  po r  f o s f o r i l a c i 6 n ,  no produjo ninguna 
- .-  
a c t i v a c i d n  a d i c i o n a l  de l a  a c t i v i d a d  enzim6tica ,  t a l  como s e  ~ & ' - ~ t i  
en l a  Tabla  17. , 
F i q u r a  26: C e n t r i f u q a c i 6 n  e n  g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  de l a  Ac-PDE t l n a t i v a t t  - - ,  
y a c t i v a d a  
Se  p r e i n c u b a r o n  a l f c u o t a s  d e  46mg de  p r o t e f n a  de  l a  f r a c c i 6 n  de  DEAE- 
c e l u l o s a  en  b u f f e r  f o s f a t o  de  p o t a s i o  20 mM, pH 7,5; 2-mercap toe tano l  2  rnM, 
en  un volumen f i n a l  de  0 , 2  m l ;  en  l a s  s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s :  A )  c o n t r o l  
p re incubado  s i n  a d i c i o n e s ,  6 )  t r i p s i n a  20 yg/ml d u r a n t e  20  min a  4QC, s e g u i  
do p o r  5 pg de i n h i b i d o r  de t r i p s i n a ,  C )  ATP 0 , l  mM, AMPc 5  AM,  C12Mg 1 0  mM 
d u r a n t e  1 0  min a  30QC, D) l a s  rnisrnas c o n d i c i o n e s  que C m6s un p e r f o d o  a d i -  
c i o n a l  de 20 rnin a  4QC con 20 pg/ml de t r i p s i n a ,  s e g u i d o  d e  l a  a d i c i 6 n  de  
5 y g  de i n h i b i d o r  de t r i p s i n a -  A 1  f i n a l  de 10s p e r f o d o s  d e  i n c u b a c i b n ,  l a s  
rnezclas s e  c e n t r i f u g a r o n  e n  un g r a d i e n t e  l i n e a l  de s a c a r u s a  5-20% p r e p a r a -  
do en  b u f f e r  f o s f a t o  d e  p o t a s i o  20 mM ( s e c c i b n  VII, de  M a t e r i a l e s  y M6todos). 
La a c t i v i d a d  de Ac-PDE s e  ensay6  e n  a l f c u o t a s  a p r o p i a d a s .  L a s  f l e c h a s  i n d i -  
can l a  p o s i c i 6 n  de  l a s  p r o t e l n a s  marcadoras :  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  (P.A.1, 
p e r o x i d a s a  (Px) y c i t o c r o m o  c ( C i t  c). 
XV. ACTIVACION DE LA FOSFODIESTERASA DE AMPc LUEGO DE CROMATOGRA- 
FIA EN COLUMNA DE AFINIDAD 
. 
Se quiso es tud ia r  e l  l a  Ac-PDE luego de l a  filtima e tapa de p l  
r i f i cac idn  alcanzada en e s t e  t rabajo  eegufa siendo eeneible a  l a  
act ivacidn por ATP.Mg y quinasa de protefna. Para el10 se ensayd 
l a  act ividad de Ac-PDE de l a  fraccidn de Azul 2-Agarosa en presen -
c i a  y en aueencia de 10s agentes fo s fo r i l an t ee  y a  concentraciones 
var iables  de enzima. En todo e l  rango de protefna eneayada no ae 
pudo demostrar ac t  ivacidn de l a  Ac-PDE por fosfor i lac ibn.  
La f a l t a  de respuesta  de l a  enzima a  l a  activacibn por fosfo- 
r i l a c idn  luego de l a  f i l t r a c i d n  por l a  columna de d i n i d a d  podrfa 
i n t e rp re t  aree suponiendo que : 
a) La act ivacidn de l a  Ac-PDE por ATP.Mg y Ac-QP ocu r r i r f a  a  tra- 
v6e de l a  fo s fo r i l ac i6n  de un f ac to r  prote ico que parmanecerfa aag 
ciado a  l a  enzima has ta  l a  etapa de cromatograffa en Azul 2-Agaro- 
aa. Este f ac to r  se separa r la  de l a  act ividad enzim6tica durante ea- 
t a  etapa de pur i f icacidn y por l o  t an to  l a  enzima elufda de l  pel  de 
afinidad ya no s e r f a  sensible  a  l a  accidn de 10s apentes f o s f o r i l a ~  
tes. De acuerdo a  e s t a  h ipb tes i s  l a  aeparacibn del  f ac to r  fo s fo r i l=  
b le  en e s t a  etapa mentendrfa a  l a  Ac-PDE en "estado activadon. 
b) E x i s t i r f a  una npoblaci6nn he t e roghea  de f o s f o d i ~ s t e r a e a  de AMPc; 
una par te  de l a  poblacidn s e r f a  d l v a b l e  pox fo s fo r i l s c i6n  y no se 
r e c u p e r a r f a  l u e g o  de l a  c r o m a t o g r a f f a  de  a f i n i d a d ;  unicamente l a  
forma-de Ac-PDE no a c t i v a b l e  p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  e l u i r f a  de l a  co- '  
lumna de a f i n i d a d  en  l a s  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  d e s c r i p t a s .  
La b a j a  d e  r e c u p e r a c i d n  de  l a  a c t i v i d a d  e n z i m e t i c a  o b t e n i d a  d e  
l a  columna de af  i n i d a d  e s t a r f a  de  acuerdo  con e s t a  h i p 6 t e s i s .  
Por  o t r a  p a r t e  muy r e c i e n t e m e n t e  se h a  demostrado que l a  e l u c i 6 n  
de  una columna de  a f i n i d a d  de una Ac-PDE de hfgado de ce rdo  re- 
q u i e r e  c o n d i c i o n e s  t a n  d r h s t i c a s  como a l t  a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de 
AMPc y  t e m p e r a t u r a  (403). 
M i e n t r a s  que e n  e l  p r i m e r  modelo p r o p u e s t o  no s e r f a  l a  e n z i -  
ma misma, o  a 1  menos l a  p o r c i 6 n  c a t a l f t i c a ,  l a  que se f o s f o r i l a -  
r f a ,  s f  l o  s e r f a  e n  e l  segundo. La d i l u c i d a c i 6 n  f i n a l  d e l  m e c a n i s  
mo de a c t i v a c i 6 n  p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  d e  l a  Ac-PDE de  Mucor r o u x i i  
e s t h  mhs a l l h  de  10s o b j e t i v o s  de  e s t a  t e s i s  y  r e q u e r i r f a  una pu-  
r i f i c a c i 6 n  mayor de  l a  enzima. 
Merece s i n  embargo d e s t a c a r s e  que  c u a l q u i e r a  s e a  e l  mecanismo 
., *! 
f n t i m o  de a c t i v a c i 6 n  p o r  f o s f o r i l a c i 6 n  d e  l a  Ac-PDE en  e s t e  orga-  
n i s m ~ ,  a 1  momento e n  que  se p o s t u l 6  es te  p o s i b l e  mecani smo d e  re -  
g u l a c i 6 n  de  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE (404) nunca se h a b f a  sefialado 
e n  l a  l i t e r a t u r a  l a  modulac i6n de  una a c t i v i d a d  de  f o s f o d i e s t e r e -  
s a  de n u c l e 6 t i d o s  c f l i c o s  p o r  fosfori lacibn-desfosfori laci6n y e s  
l a  p r i m e r a  vez  que s e  d e s c r i b e  l a  a c t i v a c i 6 n  p o r  p r o t e d l i s i s  de  
l a  enzima en  un organism0 e u c a r i o n t e  i n f e r i o r .  

1. S= e n c o n t r a r o n  v a r i a c i o n e s  de l a  a c t i v i d a d  de f o s f o d i e s t e r a s a  
d e  AMPc d u r a n t e  l a  mor fog6nes i s  a e r 6 b i c a  de Mucor r o u x i i  que, 
- 
j u n t o  con l a s  v a r i a c i o n e s  de l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l a t o  c i c l a -  
s a ,  d a r f a n  c u e n t a  con b a s t a n t e  aproximaci6p de  10s cambios de 
10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMPc que se producen d u r a n t e  e s e  
p r o c e s o  morfogen6tico.  
2. La a c t i v i d a d  de  PDE es  en s u  mayor p a r t e  s o l u b l e  y  e luy6 de 
una columna de  DEAE-celulosa a  pH 6 como un s o l o  p i c o  de a c t i -  
v i d a d  e s p e c f f i c a  p a r a  AMPc a  una c o n c e n t r a c i 6 n  de a c e t a t o  de 
s o d i o  de  0 , 4  M ,  b i e n  s e p a r a d a  d e  un pequefio p i c o  de  a c t i v i d a d  
de  f o s f o d i e s t e r a a a  de GMPc que  e l u y 6  a  una c o n c e n t r a c i 6 n  s a l i -  
n a  menor (0 ,15  M). 
3. S e  l o g r 6  una p u r i f i c a c i 6 n  p a r c i a l  de  l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE 
s o l u b l e  que l l e v d  a  l a  enzima a un e s t a d o  de  p u r e z a  de  aproxi -  
madamente 30%, segGn e l  c r i t e r i o  de  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de 
p o l i a c r i l a m i d a .  La a c t i v i d a d  e s p e c l f  i c a  f i n a l  a l c a n z a d a  f ue de 
8.200 p icomoles  de AMPc hidrol izado/min/mg de  p r o t e f n a ,  l o  que 
r e p r e s e n t 6  aproximadamente 260 v e c e s  de p u r i f i c a c i 6 n  r e s p e c t o  
d e l  e x t r a c t o  s o l u b l e  i n i c i a l .  Duran te  l a  p u ~ i f i c a c i 6 n  y en  l a s  
c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  e n s a y a d a s  no se e n c o n t r a r o n  formas 
m t l t i p l e s  de l a  enzirna. 
t r a t a  de una protefna ligeramente asimetr: 
4. La Hm aparente-para e l  AMPc de l a  enzima pTrEialmente pur i f i -  
cada, calculada con concentracionee eubmicromolaree de sustr= 
t o ,  f ue 2,s pM y corresponderfa e l  de una enzima de a l t a  af i- 
nidad pos e l  AMPc. E l  valor de l a  constante de af inidad ea 
coherente con e l  papel f i s i o l6g i co  qwe desempe.flarfe l a  enzima 
en ee t a  eepecie, ye qua l a e  concentracionee de AMPc por chlu- 
l a ,  en 10s eatadfoe del  deearrol lo  coneideradoe, oecilaron 
- ,- 
; en t re  1-2 #Me 
r.7. 
5. La Ac-PDE present6 un requerimientd abealuto de cat idn diva- 
l en t e '  para expreear au act iv idad mexima. La velocidad de hi-  
d r d l i a i a  da l  AMPC cuando se  ensay6 actividad enzimetica en 
presencia de Mn2+, fue  de 2-3 vecea euparior-a l a  alcani'6da 
ow Mg2+. La afinidad de l a  enzima para amboa cationee fue  >- 
-- 
aimil a r  . 
6. Se calcularon algunoe pargmetroa hidrodin6micoe y molecularee 
de l a  Ac-PDE por medio de ul t racentr i fugaci6n en gradiente de 
eacarosa y f i l t r a c i d n  molecular en gel. LOB resul tadoe indica- 
ron que l a  enzima poeee un coef ic iente  de eedimentacidn de 4,2 S, 
2 
un coef ic iente  de difusidn de 8,9.10-' cm /eeg, un radio de 
Stokes de 39 y un peeo molecular r e l a t i v o  de 70.600. E l  valor 
de l  coef ic ien te  f r i cc iona l  de l a  enzima, 1,4,  ind icar fa  que ee 
7. La Ac-PDE p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a  no f u e  i n h i b i d a  p o r - l a s  
m e t i l x a n t i n a s  ensayadas  h a e t a  una c o n c e n t r a c i 6 n  de 1 0  mM, n i  
. 
f u e  e s t i m u l a d a  p o r  imidazol .  
E l  ca2+ no a c t i v 6  a l a  enzima n i  abn e n  p r e s e n c i a  de un exce- 
so  de c a l m o d u l i n a  exbgena. 
E l  ATP no t u v o  ningGn e f e c t o  s o b r e  l a  enzima p a r c i a l m e n t e  pu- 
rif i c a d a ,  
8. La enzima de  un e x t r a c t o  poco p u r i f i c a d o  f u e  capez  de ser a c t L  
vada  p o r  ATP.Mg y AMPc, s i endo  l a  a c t i v a c i 6 n  d e p e n d i e n t e  de l a  
c o n c e n t r a c i 6 n  d e l  n u c l e 6 t i d o  , d e l  t i empo  de c o n t a c t 0  d e l  mismo 
con l a  enzima y de  l a  t e m p e r a t u r a  de  incubac i6n .  
9, La a c t i v a c i 6 n  d e  l a  enzima se c o n s e r v 6  cuando,  una vez  a c t i v a -  
d a  p a r  ATP,Mg y AMPc, se s e p a r a r o n  10s metabolites a c t i v a n t e s -  
10. Los  r e q u e r i m i e n t o s  p a r a  l a  a c t i v a c i 6 n  de  l a  Ac-PDE, parc ia lmen-  
t e  p u r i f i c a d a ,  f u e r o n  10s mismos que 10s d e  una f o s f o r i l a c i 6 n  
mediada p o r  una q u i n a s a  de p r o t e f n a  d e p e n d i e n t e  de  AMPc. 
11, Cuando l a  a c t i v i d a d  de Ac-PDE. se s e p a r 6  d e  l a  de Ac-QP, debido 
a s u s  d i f e r e n t e s  c o e f i c i e n t e s  d e  s e d i m e n t a c i 6 n ,  l a . a c t i v a c i 6 n  
de  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  s e  h i z o  d e p e n d i e n t e  d e l  agregado de qui- 
n a s a  de  p r o t e i n a  y c r e c i e n t e  con l a  c a n t i d a d  d e  e s t a  enzima. 
La a c t i v a c i 6 n  de l a  enzima pudo ser  a n u l a d a  p o r  l a  p r e e e n c i a  
, 
" " 
I d e l  i n h i b i d o r  te rmoes tab le  de l a  qu inasa  de p r o t e f n a ,  donfi; #: 
I mando que l a  a c t i v a c i d n  de l a  AG-PDE e s t 6  mediada por  una qu inasa  de p r o t e l n a  dependiente  de AMPc~ 
12. La a c t i v a c i d n  de l a  Ac-PDE por  ~ ~ s f o ~ j , J , ~ ~ i ~ n  condujo a  un 
I I. - ' '- , f. aumento de 3 veces  en l a  velocidad m'&xima de h i d r 6 l i s i s  d e l  
I AMPc s i n  p roduc i r  cambios a p r e c i a b l e s  en l a  a f in idad  de l a  
enzima pa ra  e s t e  nuclebt ido.  
I 13. La p o s i b i l i d a d  de que l a  ac t ivac i6n  de l a  Ac-PDE por fosfo-  r i l a c i b n  pueda o c u r r i r  i n  vivo e s t 6  basada en 10s s i g u i e n t e s  
hechos experimentales :  a) l a  Ac-PDE de e x t r a c t o s  c rudos  f u e  
a c t i v a d a  por incubaci6n con ATPoMg y AMPc s i n  agregado de Ac-QP 
i n  v i t r o  a  concent rac iones  f i s i o l 6 g i c a s  de AMPc (1-2 pM). 
I sometiendo a  l a  enzima a  condic iones  d e s f o s f o r i l a n t e s .  De es- 
1 t e  modo s e  pudo demostrar  que l a  a c t i v i d a d  de l a  Ac-PDE e s t 6  modulada por  un mecanismo r e v e r s i b l e  de fo s fo r i l ac ibn -des fos -  
I f o r i l a c i 6 n .  
I 15. La Ac-PDE pudo s e r  a c t i v a d a  por p r o t e 6 l i a j . s  l imi tada .  ~ i e n t r a s  
I que l a  a c t i v a c i b n  de l a  enzima por  e s t e  mecanismo es tuvo  acom- 
oafiada por  una disminuci6n en e l  c o e f i c i e n t e  de sedimentaci6 
I 
I 
de l a  enzima, l a  Ac-PDE activada por fo s fo r i l ac i6n  no presen- 
t& c m b i o s  aparentes en e l  tamafio molecular, 
16, Se demostr6 que l a a  activaciones por fo s fo r i l ac i6n  y pcirdpro- 
fe6aisis  no son adit ivas.  Este hecho ind i ca r f a  que ex i s te  un 
s i t i o  en l a  mol6citla de l a  Ac-PDE que a1 f o s f o r i l a r s e  o sepa- 
r a r s e  por p r o t e 6 l i s i s  permite que l a  enzima exprese s u  activL 
dad mexima. 
17, En base a 10s resul tados  del  presente t r aba jo  se propone un 
posible  mecanismo f i s io l6g ico  de l a  regulaci6n de 10s niveles 
de AMPc en M.rouxii: una elevaci6n de l o a  n ive les  i n t r ace lu lg  
r e s  de AMPc conducirfa a l a  act ivaci6n de l a  quinasa de protef- I 
na dependiente de e s t e  nucle6tido; l a  subunidad c a t a l f t i c a  li- 
bre,  en presencia de ATP.Mg, f o s f o r i l a r f a  a l a  fosfodie.stera,sa 
de AMPc o a un f a c t o r  intimamente asociado a e l l a ,  l levendola 
I 
de una forma menos act iva  a una forma activada, l a  cual  acele- 
r a r f a  l a  h i d r 6 l i s i s  del  AMPc, regulando de e s t a  manera e l  AMPc 
sus  propios n ive les  in t race lu la res ,  (Este mecanismo se esquemg 
t i z a  en l a  Figura 27), 
PROPUESTO 
R 2 C 2 >  b R 2  AMPc+2C 
QUINASA DE h 
AMPc ] SUBUNIDAD CATALlT ICA PROTElNA l NACTIVA AC T IVA 
/ATP* Mg2+ 
+--- P D E ~  P E P ( ? )  
ACTIVADA 
5' AMP 
Figura 27: Mecanismo de a c t i v a c i b n  de l a  Ac-PDE par f o s f o r i l a c i d n  
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